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 1 Einleitung
 1.1 Adapterproteine im Allgemeinen
Adapterproteine sind Proteine ohne enzymatische Funktion. Ihre Aufgabe besteht 
darin, verschiedene Proteine zu binden. Dadurch stellen sie Plattformen dar, von 
denen verschiedene  Signalwege ausgehen und moduliert  werden können.  Zum 
Beispiel können Rezeptoren über Adapterproteine Signalwege initiieren, für deren 
Proteine/Enzyme  sie  selbst  keine  Bindestellen  aufweisen.  Die  Bindung  von 
Proteinen an diese  Stellen  wird  häufig  über  Phosphorylierung der  Bindemotive 
reguliert. Außerdem dienen Adapterproteine dazu, Enzyme in die räumliche Nähe 
zu ihren Substraten zu bringen und diese dadurch in die Lage zu versetzen ihre 
Funktion auszuüben.  Adapterproteine sind allerdings keine statischen Gerüste, 
sondern  werden  ihrerseits  durch  Änderung  der  intrazellulären  Verteilung 
reguliert. Die zellulären Antworten, die von einem Adapter ausgehen, hängen von 
der Zusammensetzung des Adapterkomplexes ab. Diese kann je nach Stimulus 
variieren. 
Ein  prototypisches  Beispiel  ist  das  Adapterprotein  Grb2.  Dieses  besteht 
ausschließlich  aus  Proteininteraktions-Modulen:  zwei  SH3  (Src  homology 3)-
Domänen  zur  Bindung  an  prolinreiche  Sequenzen  und  eine  SH2-Domäne  zur 
Bindung an phosphorylierte Tyrosinmotive. Grb2 bindet mit seiner SH2-Domäne 
an aktivierte, tyrosinphosphorylierte Rezeptoren und mit den SH3-Domänen Sos 
(ein Ras-GEF, welcher die MAPK-Kaskade aktiviert) und Gab1/2 Adapterproteine. 
Über diese Bindepartner vermitteln Gab1/2 und Grb2 die Signalübertragung vom 
Rezeptor zu der MAPK-Kaskade und dem PI3K-Weg (siehe unten).
Die Bedeutung dieser Adapterproteine wird dadurch verdeutlicht, dass die Grb2- 
und  die  Gab1-knockout Mäuse  nur  bis  zum  Embryonaltag  4,5  bzw.  14 
lebensfähig sind [1, 2].
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 1.2 Das Gab1-Adapterprotein
Gab1 (Grb2 associated binder 1) ist ein Adapterprotein, das nach Stimulation über 
zahlreiche  Rezeptoren  'aktiviert'  wird  und  dann  das  extrazelluläre  Signal  an 
verschiedene Signalkaskaden weitergibt. Die Familie der Gab-Proteine besitzt drei 
Mitglieder:  Gab1,  Gab2 und Gab3.  Gab1 und 2 sind  ubiquitär  exprimiert,  mit 
relativ niedriger Expressionsrate in lymphoiden Zellen [3, 4]. In diesen Zellen ist 
hingegen  Gab3  stark  exprimiert  [5].  Gab1  wurde  als  Grb2-Bindeprotein 
identifiziert,  welches  nach Stimulation mit  EGF  (epidermal  growth factor) bzw. 
Insulin Tyrosin-phosphoryliert wird [4].
Zu  der  Gab-Familie  zählen  zudem  in  Drosophila Dos  und  in  Caenorhabditis 
elegans Soc1. In diesen Organismen sind diese Adapterproteine ebenfalls für  die 
Signalwege von Rezeptortyrosinkinasen, vor allem in der Embryonalentwicklung, 
wichtig [6, 7].
 1.2.1 Aufbau
Murines Gab1 besteht aus 695 Aminosäuren und besitzt außer der PH-Domäne 
(s.u.) keine weiteren identifizierten Strukturelemente. 
Nach  Tyrosin-Phosphorylierung  von  Gab1  stehen  zahlreiche  Interaktions­
möglichkeiten  mit  Proteinen  mit  SH2-Domänen  zur  Verfügung.  Stimulations­
unabhängig können Proteine mit SH3-Domänen (z.B. Grb2) an die prolinreichen 
Sequenzen in Gab1 binden.
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Abbildung 1.1: Sche m a  des Gab1 - A ufbaus
Dargestellt  sind  die  Pleckstrin-Homologie  Domäne  (PH),  die  Bindestellen  für  RasGAP 
(Y307,Y317), PI3K (Y447, Y472, Y619) und SHP2 (Y627, Y659), die prolinreichen Regionen 
an die Grb2 bindet, sowie die cMet-Binderegion (MBD).
PH
YY Y Y Y Y Y
MBD Pro­reiche 
Region
RasGAP PI3K SHP2Grb2
 1 Einleitung
 1.2.1.1 PH-Domäne
Pleckstrin  homology (PH)-Domänen sind Proteinelemente,  die  Phosphoinositide 
und Proteine binden können. Die bekanntesten Proteine mit PH-Domänen sind die 
Proteinkinase Akt/PKB und die Phospholipase-δ 1. Diese Proteine binden über die 
PH-Domäne  an  die  Membranlipide  PtdIns(3,4,5)P3 (Phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphat)  und  PtdIns(3,4)P2 bzw.  PtdIns(4,5)P2  und  werden  somit  an  die 
Plasmamembran, in die Nähe ihrer Substrate, rekrutiert [8-10]. 
Allerdings erkennt nur ein kleiner Teil aller PH-Domänen Phospholipide. Nur eine 
von insgesamt 33 PH-Domänen im Proteom von  S. cerevisae bindet  spezifisch 
Phosphoinositide [11]. Das humane Proteom beinhaltet etwa 250 Proteine mit PH-
Domänen. Von diesen binden nur ungefähr 15 % spezifisch Phosphoinositide [12].
Gab1  gehört  zu  den  wenigen  Proteinen,  die  PdtIns(3,4,5)P3 spezifisch  binden 
[13-15].  Dieses  Phospholipid  wird  nach  Stimulation  von  Zellen  durch  die 
PtdIns(4,5)P2-3-Kinase (PI3K) gebildet und findet sich nur in der Plasmamembran. 
Die Konzentration in der inneren Schicht der Plasmamembran steigt dann von ca. 
5  auf  200 µM  an  [16].  Die  einzigen  weiteren  PH-Domänen,  die  spezifisch 
PdtIns(3,4,5)P3 binden,  sind  die  in  Akt,  Btk,  Cytohesin-3,  DAPP1,  Gap1  und 
Centaurin-α [13, 17-23].
 1.2.1.2 Prolinreiche Regionen
Gab1 besitzt  drei  prolinreiche Regionen,  die  der  Interaktion mit  Proteinen mit 
SH3-Domänen dienen. Diese Regionen im Gab1 erfüllen die Konsensussequenz 
PXXPXR  und  die  atypische  Erkennungssequenz  PX3RX2KP  für  die  Bindung  der 
SH3-Domänen  von  Grb2.  Hierüber  wird  Grb2  konstitutiv  an  Gab1  gebunden 
[24-26].
Mutationen  der  Grb2-Bindestellen  in  Gab1  führen  zu  einer  stark  erniedrigten 
Gab1-Phosphorylierung nach EGF- und HGF-Stimulation  [24, 25, 27]. In Zellen, 
denen  funktionelles  Grb2  fehlt,  wird  Gab1  nach  EGF-Stimulation  ebenfalls 
geringer  phosphoryliert  [28].  Knock-in Mäuse mit  der  Grb2-Bindemutante  von 
Gab1 zeigen Leber- und Plazentadefekte, sowie das Auftreten von Gaumenspalten 
[29].
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 1.2.1.3 Met-Binde-Region
Gab1 besitzt eine cMet-Binderegion, über die es direkt an den HGF  (hepatocyte 
growth factor)-Rezeptor cMet binden kann [30]. Diese Wechselwirkung ist für die 
Funktion von Gab1 nach HGF-Stimulation essentiell. Die knock-in Mäuse mit einer 
Mutation in der cMet-Binderegion in Gab1 zeigen einen vergleichbaren Phänotyp 
wie  die  Mäuse  mit  defekter  Grb2-Bindung  an  Gab1  [29].  Dies  zeigt  die 
Notwendigkeit einer Rekrutierung von Gab1 sowohl über die cMet-Binderegion als 
auch über Grb2 an den HGF-Rezeptor für die Wirksamkeit des HGF-Signalweges.
 1.2.2 Phosphorylierung
Nach  Zellstimulation  wird  Gab1  an  Tyrosin-  und  Serin-/Threonin-Motiven 
phosphoryliert. Die Tyrosine, für die eine Phosphorylierung gezeigt wurde und für 
die die Bindungspartner bekannt sind, sind in Abb.  1.1 aufgeführt. Die Bindung 
der  verschiedenen  Proteine  hat  positive  und  negative  Auswirkungen  auf  die 
Signalweiterleitung  durch  Gab1.  Das  Tyrosin  627,  an  welches  die  Protein­
tyrosinphosphatase SHP2  (SH2-domain containing phosphatase 2) binden kann, 
ist in allen bisher untersuchten Signalwegen für die Funktion von Gab1 essentiell. 
Durch welche Kinasen Gab1 phosphoryliert wird, ist  bislang nicht bekannt;  die 
Kinaseaktivität  der  aktivierten  Rezeptoren  ist  aber  in  jedem  Fall  erforderlich. 
Allerdings  können  weitere  Kinasen  Gab1  phosphorylieren.  So  konnte  gezeigt 
werden, dass die Gab1 Tyrosin-Phosphorylierung nach LPA (Lysophosphatsäure)-
Stimulation durch einen Inhibitor der Src-Kinase Familie (PP1) inhibiert  werden 
kann,  so  dass  in  diesem  Fall  Src-Kinasen  für  die  Gab1-Phosphorylierung 
notwendig sind [31].
Gab1  wird  nach  Stimulation  auch  an  Serin-  und  Threonin-Seitenketten 
phosphoryliert  [32,  33].  Verantwortlich  hierfür  sind  die  Kinasen  der  MAPK-
Kaskade MEK1 und ERK1/2. Die Inhibition dieser Kaskade führt zur erniedrigten 
Serin/Threonin-Phosphorylierung  und  zu  einer  veränderten  Signalweiterleitung 
[34,  35].  Durch  massenspektrometrische  Analyse  der  Phosphorylierungsstellen 
von Gab1, welches durch konstitutiv aktive ERK2  in vitro phosphoryliert wurde, 
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konnten drei  Serine (Ser454,  551,  567)  und zwei  Threonine (Thr312, 476)  als 
Phosphorylierungsstellen identifiziert werden [32].
 1.3 Signalwege von Gab1
 1.3.1 SHP2
Die Tyrosinphosphatase SHP2 bindet an das phosphorylierte Tyrosin 627 (pY627) 
in Gab1. Zusammen mit dem Tyrosin 659 bilden diese beiden Tyrosine ein BTAM 
(Bisphosphoryl  Tyrosine-based  Activation  Motif). SHP2  bindet  mit  der  N-
terminalen SH2-Domäne an pY627 und mit der C-terminalen SH2-Domäne an 
pY659.  Durch die  Bindung beider  SH2-Domänen an Gab1 wird  SHP2 maximal 
aktiviert  [36].  Dies  hat  zur  Folge,  dass  SHP2  nun  Gab1  selbst  oder  dessen 
Bindepartner  dephosphorylieren  kann.  Durch  Versuche  mit  einer  substrate-
trapping Mutante  von  SHP2  (SHP2C/S)  wurde  Gab1  als  Substrat  der  SHP2 
identifiziert [36, 37]. Die phosphorylierten Tyrosine 307 und 317 in Gab1 werden 
möglicherweise durch SHP2 dephosphoryliert. Da an diese Tyrosine ein Negativ-
Regulator des MAPK-Weges bindet (RasGAP), könnte damit der positive Effekt der 
SHP2 Bindung an Gab1 für die Aktivierung der MAP-Kinasen erklärt werden [38]. 
Zudem besteht die Möglichkeit, dass durch die Bindung an Gab1 die Phosphatase 
SHP2 erst zu ihren Substraten gebracht wird.
Eine Gab1-Mutante, die keine SHP2 mehr binden kann (Gab1-Y627F), verhält sich 
wie eine loss of function Mutante [15, 25, 38-42]. Ebenso zeigen die Gab1-Y627F 
knock-in Mäuse einen vergleichbaren Phänotyp wie Gab1-knock-out Mäuse [29]. 
Die bedeutet, dass die Bindung von SHP2 an Gab1 essentiell für dessen Funktion 
ist.
 1.3.2 MAPK
Gab1 ist für die Aktivierung des MAP  (mitogen activated protein)-Kinase Weges 
(Abb.  1.2)  nach  zahlreichen  Stimuli  notwendig.  Gab1-defiziente  Fibroblasten 
zeigen eine verminderte ERK-Aktivierung nach Interleukin 6, EGF, FGF, PDGF und 
HGF Stimulation [43, 44]. 
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Die Aktivierung der MAPK-Kaskade wird über die GDP/GTP-Beladung des kleinen 
G-Proteins Ras reguliert. Dies erfolgt durch Guaninnukleotid-Austausch-Proteine 
(GEFs; fördern den Austausch von GDP zu GTP) und GTPase-aktivierende Proteine 
(GAPs).  Wenn  es  mit  GTP  beladen  ist,  aktiviert  Ras  die  Kinase  Raf.  Über  die 
konstitutive Bindung von Grb2 an Gab1 (s.o.) kann der Ras-Aktivator Sos an Gab1 
und vermutlich anschließend an die Plasmamembran zu Ras rekrutiert werden, so 
dass  die  MAPK-Kaskade  aktiviert  wird.  Für  EGF-Stimulation  konnte  gezeigt 
werden,  dass  eine  Dephosphorylierung  der  Bindestellen  von  RasGAP  im  Gab1 
(Y307  und  Y317)  stattfinden  muss,  damit  eine  vollständige  MAPK-Aktivierung 
erfolgen  kann  [38].  Da  die  SHP2  Bindung  an  Gab1  für  die  MAPK-Aktivierung 
notwendig  ist,  werden  die  RasGAP-Bindestellen  möglicherweise  von  SHP2 
dephosphoryliert.
 1.3.3 PI3-Kinase
Ein  weiterer  Signalweg,  der  von  der  Präsenz  von  Gab1  abhängig  ist,  ist  der 
PI3K/Akt-Weg (Abb.  1.3). Aktivierung der PI3-Kinase führt zur Phosphorylierung 
von  PtdIns(4,5)P2 und  der  Bildung  von  PtdIns(3,4,5)P3.  An  dieses  Membran­
phospholipid  binden  die  Proteinkinase  PDK1  und  Akt,  welche  nach  der 
Plasmamembran-Rekrutierung durch PDK1 aktiviert wird. Dieser Signalweg führt 
zu  verschiedenen physiologischen Antworten,  wie  z.B.  Proliferation,  Apoptose­
6
Abbildung 1.2: MAPK - Kaskade
Durch die Guaninnukleotid-Austauschfunktion (GEF) aktiviert Sos das kleine G-Protein Ras. 
Danach kann Ras die Serin/Threonin-Kinase Raf allosterisch aktivieren. Dann erfolgt die 
aufeinanderfolgende Aktivierung der Kinasen MEK und ERK.
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hemmung und Angiogenese, sowie Glukoseaufnahme und Glycogenspeicherung 
nach Insulinstimulation [zusammengefasst in 45]. 
Nur  wenige  Rezeptoren  können  die  PI3-Kinase,  welche  aus  den  zwei 
Untereinheiten p85 und p110 besteht, direkt binden und aktivieren (z.B. ErbB3) 
[46]. Die meisten Rezeptoren rekrutieren die regulatorische Untereinheit p85 über 
Adapterproteine, wie z.B. IRS, FRS oder Gab-Proteine. Diese Adapter stellen die 
Bindestellen für p85 zur  Verfügung. Durch die Bindung von p85 an Phospho­
tyrosinmotive wird die katalytische Aktivität von p110 und damit der PI3K/Akt-
Signalweg aktiviert.
Gab1 besitzt drei Bindestellen (Y448, Y473, Y580) für die p85 Untereinheit der 
PI3-Kinase,  die  die  Konsensussequenz  YXXM  für  die  SH2-Domäne  von  p85 
erfüllen. Durch die Expression von Gab1-Mutanten,  die kein p85 mehr binden 
können, wurde die Bedeutung von Gab1 in der Aktivierung  der PI3-Kinase nach 
Zellstimulation mit HGF, EGF und FGF gezeigt. Durch die Expression dieser Gab1-
Mutante  konnte  im  Gegensatz  zum Gab1-Wildtyp  keine  Steigerung  der  PI3K-
Aktivität erreicht werden  [4, 15, 42, 47-49]. Fehlt endogenes Gab1 kann diese 
Mutante  die  Aktivierung  der  PI3-Kinase  nach  EGF-Stimulation  nicht 
rekonstituieren [50].
7
Abbildung 1.3: PI3K - / A k t - Signalweg
Durch die Bindung der regulatorischen Untereinheit p85 der PI3-Kinase an Phosphotyrosin­
motive  wird  die  enzymatische  Aktivität  der  p110-Untereinheit  aktiviert.  Diese 
phosphoryliert  das  Membranlipid  PtdIns(4,5)P2 an  der  3-Position.  Dadurch  entsteht 
PtdIns(3,4,5)P3,  an  welches  die  Kinasen  PDK1  und  Akt  binden.  PDK1  aktiviert  nach 
Membranbindung Akt, welche dann verschiedene zelluläre Antworten bewirkt.
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 1.3.4 Weitere Signalwege
Gab1 ist auch in der Lage die Phospholipase C-γ zu binden. Versuche mit Gab1-
Mutanten (Gab1-Y307,373,407F),  deren PLCγ-Bindestellen mutiert  sind,  zeigen 
die  Bedeutung  von  Gab1  in  der  Aktivierung  der  PLCγ  nach  EGF  und  HGF 
Stimulation  [25,  51,  52].  Knock-down von  Gab1  durch  siRNA  in  Gefäß­
endothelzellen  führt  zu  verminderter  PLCγ-Aktivierung  nach  VEGF-Stimulation 
[53].
Die  Bindung  des  Adapters  Crk  an  Gab1  ist  an  den  morphologischen  Zell­
änderungen  nach  HGF-Stimulation,  wie  Zell-Ausbreitung,  Abbau  der  tight 
junctions sowie  Epithelumbau  und  Bildung  von  Zellausläufern,  beteiligt  [25, 
54-56].
 1.4 Lokalisierung
Gab1 bindet verschiedene Proteine, deren Substrate bzw. Bindungspartner nur in 
oder an der Plasmamembran zu finden sind. Daher ist die Lokalisierung für die 
Funktion von Gab1 wichtig.
 1.4.1 Rezeptorrekrutierung
Bisher konnte erst für einen Zelloberflächenrezeptor gezeigt werden, dass Gab1 
direkt gebunden wird. Über die Met-Binde-Domäne (Aminosäuren 450-532) kann 
Gab1 an den Tyrosin-phosphorylierten HGF-Rezeptor cMet binden  [30, 57]. Bei 
allen  anderen  Rezeptorsystemen  mit  Beteiligung  von  Gab1  in  der 
Signalweiterleitung  wird  eine  indirekte  Rekrutierung  über  die  Adapterproteine 
Grb2 und/oder Shc angenommen.
 1.4.2 Lipidbindung
Wie im Abschnitt über die PH-Domäne beschrieben, kann die Gab1-PH-Domäne 
das Phospholipid PtdIns(3,4,5)P3 binden. Nicht-transformierte Zellen haben einen 
sehr geringen Gehalt an PtdIns(3,4,5)P3 in der Plasmamembran. Nach Aktivierung 
der PI3-Kinase erhöht sich die Konzentration von PtdIns(3,4,5)P3 in der Membran 
bis  zu  40-fach  [16].  Daher  wird  angenommen,  dass  durch  die  Erhöhung  der 
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PtdIns(3,4,5)P3-Konzentration Gab1 nach einer entsprechenden Zellstimulation an 
die Plasmamembran rekrutiert und damit die Bindeproteine (p85, Grb2-Sos, PLCγ) 
von Gab1 in die Nähe ihrer Substrate (PtdIns(4,5)P2, Ras, PtdIns(4,5)P2) gebracht 
werden. 
Die  Bindung  von  Gab1  an  die  Plasmamembran  konnte  in  verschiedenen 
Zellsystemen  gezeigt  werden,  z.B.  die  Rekrutierung  von  Gab1  zum  Zell-Zell- 
Kontakt  in  MDCK  Epithel-Zellen  [14] und  an  die  Plasmamembran  von  COS-1 
Zellen  (Fibroblasten-ähnlich)  nach  EGF-Stimulation  [15].  Zudem  ist  die 
PH-Domäne  und  damit  die  Plasmamembranbindung  auch  für  die  Gab1-
Phosphorylierung nach EGF- und B-Zell-Rezeptor Stimulation notwendig [15, 27, 
42, 58]. Erst bei Stimulation mit hohen Dosen EGF ist die Bindung an den EGF-
Rezeptor mittels Grb2 ausreichend [27]. 
 1.5 Interleukin 6
 1.5.1 Bedeutung
Interleukin 6  (IL-6)  ist  ein  Zytokin  mit  einem  breiten  Wirkungsspektrum. 
IL-6  wird  von  Monozyten,  T Lymphozyten,  Fibroblasten,  Keratinozyten, 
Endothelzellen,  Mesangialzellen  und  Chondrozyten  synthetisiert.  Es  stimuliert 
unter  anderem die  Differenzierung  von  B-  und  T-Zellen,  die  Entwicklung  von 
Blutmonozyten  zu  Makrophagen  und  die  Proliferation  von  Keratinozyten, 
Mesangial- und Plasmozytomzellen. IL-6 ist ein Hauptregulator der Akut-Phase- 
Genexpression in der Leber als Antwort auf eine durch Infektion oder Verletzung 
hervorgerufene Entzündung. Die Akut-Phase-Reaktion dient zur Pathogenabwehr 
durch  Fieber,  erhöhte  Gefäßdurchlässigkeit  und  Produktion  der  Akut-Phase-
Proteine.  Diese  tragen  zur  Eindämmung  der  Entzündung  bei,  indem  sie  die 
Blutgerinnung fördern, durch Gewebsschädigung freigesetzte Proteasen hemmen 
und  Phagozyten  zur  Pathogenaufnahme  stimulieren  [zusammengefasst  in 
[59-61]].
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 1.5.2 Signalwege
IL-6 bindet an einen Rezeptorkomplex bestehend aus IL-6Rα (CD126) und gp130 
(CD130) (Abb.  1.4). Nach IL-6-Bindung an den Rezeptor werden die mit gp130 
assoziierten  Proteintyrosinkinasen  JAK1,  JAK2  und  TYK2  aktiviert  [62,  63]. 
Daraufhin wird der zytoplasmatische Teil von gp130 phosphoryliert.
Als Bindestellen für SH2-Domänen dienen sechs Tyrosinmotive in gp130. Die vier 
distalen Tyrosinmotive binden, wenn sie phosphoryliert sind, die Mitglieder der 
Transkriptionsfaktoren  der  STAT-Familie  (signal  transducers  and  activators  of 
transcription) STAT1  und  STAT3  [64-67].  Diese  werden  dann  ihrerseits 
phosphoryliert  und  translozieren  in  den  Nukleus,  wo  sie  spezifisch  an 
Promotorsequenzen von IL-6 Zielgenen binden  [68, 69].  Das zweite proximale 
Tyrosin (Y759) ist die Bindestelle für zwei Proteine: SHP2 und SOCS3 (supressors 
of  cytokine  signaling  3).  IL-6  selbst  induziert  die  Expression  des  feedback-
Inhibitors SOCS3 (nach ca. 30-90 Minuten)  [70, 71]. Dieser bindet dann an das 
Tyrosin 759 in gp130 und blockiert den IL-6 Signalweg [72-75]. 
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SHP2 bindet ebenfalls an das phosphorylierte Tyrosin 759 [65, 73-78]. Die an den 
Rezeptor gebundene SHP2 kann dann den Rezeptor dephosphorylieren, aber auch 
positiv zum IL-6 Signalweg beitragen, denn über das Tyrosin 759 und SHP2 wird 
die  MAPK-Aktivierung  vermittelt  [79,  80].  Mutation  des  Tyrosins  759  in 
Phenylalanin  verhindert  die  MAPK-Aktivierung  nach  Stimulation  über  diesen 
Rezeptor  [75, 79, 81]. Es wird vermutet, dass an dieser MAPK-Aktivierung das 
Adapterprotein Gab1 beteiligt ist  [44, 82]. Desweiteren wird die PI3-Kinase nach 
IL-6  Stimulation  aktiviert  [76,  83,  84].  Die  Aktivierung  der  PI3-Kinase  erfolgt 
vermutlich über die Bindung der Untereinheit p85 an Gab1 nach IL-6 Stimulation 
[82].
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Abbildung 1.4: IL -6  Signaltransduktion
IL-6 aktiviert die STAT-, ERK- und PI3K/Akt-Signalwege. Für genauere Erläuterungen siehe 
Text.
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 1.6 Ziele der Arbeit
IL-6 aktiviert  verschiedene Signalwege in der  Zelle  nach der Rezeptorbindung. 
Neben dem gut verstandenen JAK/STAT-Weg aktiviert IL-6 die PI3-Kinase und die 
MAPK-Kaskade. Für die Aktivierung der MAP-Kinasen ist  auf Rezeptorseite das 
Tyrosin 759  notwendig.  An  das  phosphorylierte  Tyrosin 759  bindet  die 
Phosphatase SHP2. Allerdings ist noch unklar, wie von der SHP2 ausgehend die 
MAP-Kinasen aktiviert werden. Das Adapterprotein Gab1 spielt eine Rolle in den 
Signalwegen  von  Wachstumsfaktoren  und  Zytokinen.  Gab1-knockout-Zellen 
zeigen eine  verminderte  Phosphorylierung der  MAPK ERK unter  anderem nach 
Stimulation mit IL-6. 
Das Ziel dieser Arbeit war die genauere Betrachtung der Beteiligung des Adapters 
Gab1 in der IL-6-Signaltransduktion. Insbesondere sollte der Einfluss von Gab1 
auf die Aktivierung der MAPK-Kaskade nach Zellstimulation mit IL-6 untersucht 
werden. Ein Aspekt diesbezüglich ist die Untersuchung der Aktivierung von Gab1 
und die Identifizierung der Proteinwechselwirkungen von Gab1, die für die MAPK-
Aktivierung  nach  IL-6-Stimulation  von  Bedeutung  sind.  Hierbei  könnte  die 
Lokalisierung  von  Gab1  wichtig  sein.  Die  Gab1-PH-Domäne  kann  das  PI3K-
Produkt PtdIns(3,4,5)P3 binden. Die Bedeutung einer möglichen Plasmamembran­
bindung über die PH-Domäne von Gab1 und davon ausgehenden Signalwegen 
aufzuklären, war daher ein weiteres wichtiges Ziel dieser Arbeit.
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 2.1 Chemikalien 
Alle Chemikalien wurden in p.a. Qualität verwendet. Restriktionsenzyme wurden 
von der Firma NEB (New England Biolabs, Beverly, USA) bezogen. 
 2.2 Plasmide
Vektor Genprodukt Quelle
prC/CMV EpoR/gp130wt
pBAT leer (von W. Birchmeier)
Flag-Gab1wt (von W. Birchmeier)
Flag-Gab1∆PI3K (Y448,473,580F) (von W. Birchmeier)
Flag-Gab1∆SHP2 (Y627F) (von W. Birchmeier)
Flag-Gab1∆Grb2 (Δ341-348,L524P) (von W. Birchmeier)
Flag-Gab1ΔRasGAP (Y307,317F)
Flag-Gab1ΔPH (Δ1-116)
pCR pCR(TM) 3 lacZ (β-Galaktosidase) (von Stratagene)
pFR pFR-Luc (Luziferase) (von Stratagene)
PFA2 pFA2-Elk1 (Elk1-Transaktivator) (von Stratagene)
peGFP-N1 Flag-Gab1PH-eGFP (1-116)
pd2eGFP-N1 pd2EGFP-Gab1 (von K. Friedrich)
Flag-Gab1wt-d2eGFP
Flag-Gab1ΔGrb2-d2eGFP
Flag-Gab1ΔPI3K-d2eGFP
Flag-Gab1ΔPH-d2eGFP
Flag-Gab1ΔSHP2-d2eGFP
Flag-Gab1Δ233-d2eGFP
Flag-Gab1Δ301-d2eGFP
Flag-Gab1Δ436-d2eGFP
Flag-Gab1Δ496-d2eGFP
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Flag-Gab1Δ545-d2eGFP
Flag-Gab1Δ587-d2eGFP
Flag-Gab1Δ662-d2eGFP
Flag-Gab1-S551/567E-d2eGFP
Flag-Gab1-S551/567A-d2eGFP
pcDNA5/FRT/
TO-neu
leer (von Invitrogen, modifizierte 
MCS von M. Wiesinger)
Flag-Gab1wt-d2eGFP
Flag-Gab1-S551/567E-d2eGFP
Flag-Gab1-S551/567A-d2eGFP
Flag-Gab1-S551A-d2eGFP
Flag-Gab1-S567A-d2eGFP
Flag-Gab1-S551E-d2eGFP
Flag-Gab1-S567E-d2eGFP
pFC fcMEK1 (von Stratagene)
pFC fcMEKK1 (von Stratagene)
 2.3 Prokaryotische Zellen und deren Kultivierung 
Schüttelkulturen der E. coli-Stämme JM83 und JM110 wurden in LB-Medium (Carl-
Roth  GmbH+Co,  Karlsruhe)  unter  Zugabe  der  entsprechenden  Antibiotika  bei 
37 °C  inkubiert.  Die  Aufbewahrung  transformierter  Bakterien  erfolgte  in  LB-
Medium mit 20 % Glycerin bei -80 °C. 
LB-Agar:
LB-Medium mit 20 g/l Agar 
Die Selektion transformierter Bakterien erfolgte durch die Zugabe von 100 μg/ml 
Ampicillin (Sigma-Aldrich, München) oder Kanamycin (Serva, Heidelberg) in LB-
Medium bzw. -Agar. 
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 2.4 Herstellung kompetenter Bakterien 
Kompetente  Bakterien  der  E. coli-Stämme  JM83  und  JM110  wurden  zur 
Transformation von Plasmid-DNA verwendet. Zur Herstellung kompetenter Zellen 
wurden 250 ml LB-Medium mit Bakterien aus einer Vorkultur angeimpft und bei 
37 °C schüttelnd inkubiert. Nach Erreichen einer OD600 von 0,3 wurde die Kultur in 
einem Eisbad schnell  abgekühlt.  Die Bakterien wurden bei  4 °C abzentrifugiert 
(6000 Upm, 10 min) und das Pellet in 125 ml einer eiskalten 50 mM CaCl2-Lösung 
resuspendiert.  Nach erneutem Zentrifugieren wurde das Pellet in 25 ml 50 mM 
CaCl2/10  %  Glycerin-Lösung  aufgenommen,  aliquotiert,  in  flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bei -80 °C gelagert. 
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 2.5 Präparation, Modifikation und Analyse von Plasmid-DNA
 2.5.1 Restriktion von Plasmid-DNA 
Die  Restriktion  von  Plasmid-DNA  erfolgte  nach  Standardprotokoll.  Die 
Restriktionsbedingungen wurden entsprechend den Empfehlungen der Hersteller 
gewählt.
 2.5.2 Agarose-Gelelektrophorese 
Nach Verdau durch Restriktionsenzyme wurden die erhaltenen DNA-Fragmente 
durch  Gelelektrophorese  kontrolliert.  Dazu  wurde  die  DNA-Lösung  mit 
0,1 Volumen  eines  6-fach  DNA-Probenpuffers  vermischt  und  auf  ein  1 %-iges 
Agarosegel  (in  1 x TAE  und  0,1 ng/ml  Ethidiumbromid)  aufgetragen.  Dabei 
werden DNA-Fragmente von 300-8000 bp im elektrischen Feld der Größe nach 
aufgetrennt. Der Einsatz von Ethidiumbromid ermöglichte es, die DNA-Banden im 
UV-Licht zu detektieren.
6 x DNA Probenpuffer:
15 % Glycerin
0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanolblau
50 x TAE:
2 M Tris-Base 
1 M Essigsäure
50 mM EDTA pH 8,0
Laufpuffer:
1 x TAE
 2.5.3 Isolierung von DNA-Fragmenten
Die  durch  Restriktionsverdau  entstandenen  DNA-Fragmente  wurden  auf 
Agarosegelen  aufgetrennt,  das  gewünschte  Fragment  ausgeschnitten  und  mit 
Hilfe des Qiaquick Gel Extraction Kit der Firma Qiagen (Hilden) isoliert.
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 2.5.4 Dephosphorylierung linearisierter DNA
Um  die  Religation  eines  linearisierten  Plasmids  zu  verhindern,  wurde  die 
endständige 5’-Phosphatgruppe des linearisierten Vektors entfernt. Dazu wurden 
100-200 ng DNA mit 5 U  Antarctic Phosphatase (New England Biolabs, Beverly, 
USA)  15 Minuten  bei  37 °C  inkubiert.  Anschließend  wurde  das  Enzym  durch 
5-minütige Inkubation bei 65 °C hitzeinaktiviert.
 2.5.5 DNA-Ligation
Die Ligation doppelsträngiger DNA-Moleküle erfolgte mit dem Enzym T4-DNA-
Ligase (Fermentas GmbH, St.Leon-Rot). Das gereinigte Insertionsfragment wurde 
im  dreifachen  Überschuss  zum  geschnittenen  Vektor  für  den  Ligationsansatz 
eingesetzt. Die Inkubation erfolgte für 16 h bei 25 °C.                    
Ligationsansatz
20-50 ng Plasmid-DNA
x ng Insertionsfragment
1 µl T4 DNA-Ligase
1 µl 10x T4 DNA 
Ligationspuffer
ad 10 µl H2O    
 2.5.6 Mutagenese
Die Punktmutationen für den Einzelaustausch der Serine 551 und 567 in Gab1 
wurden mit  dem QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis  Kit  (Stratagene,  La 
Jolla, USA) nach Herstellerangaben eingeführt.
 2.5.7 Transformation von Plasmid-DNA in E. coli
10 µl  des  Ligationsansatzes  wurden  mit  100 µl  einer  Suspension  kompetenter 
Bakterien für 30 min auf Eis inkubiert. Die Aufnahme der DNA in E. coli erfolgte 
durch einen 42-sekündigen Hitzschock bei 42 °C. Nach kurzer Abkühlung auf Eis 
und Zugabe von 300 µl  LB-Medium erfolgte  eine  Inkubation der  Bakterien für 
30 min  bei  37 °C.  Anschließend  wurden  die  transformierten  Bakterien  auf 
Agarplatten,  die  das  entsprechende  Antibiotikum  zur  Selektion  enthielten, 
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ausplattiert.  Nach  Inkubation  der  Agarplatten  bei  37 °C  für  12-16 h  konnten 
gewachsene Kolonien ausgewählt und analysiert werden.
 2.5.8 Plasmid-Präparationen
Plasmid-Präparationen  im  großen  und  kleinen  Maßstab  erfolgten  nach  den 
Angaben der Firma QIAGEN (Hilden).
 2.5.9 Photometrische Quantifizierung von DNA
Die quantitative Bestimmung der DNA erfolgte photometrisch in einem UV/Vis-
Spektrometer  (Spectrophotometer  ND-1000,  NanoDrop  Technologies, 
Wilmington,  USA)  über  die  OD260.  Eine  Extinktion  E260 = 1,0  entspricht  50 µg 
doppelsträngiger (ds) DNA bzw. 20 µg einzelsträngiger (ss) DNA. Die Reinheit der 
Nukleinsäurepräparationen  wurde  mit  Hilfe  der  OD280 ermittelt.  Der  Quotient 
E260 : E280 sollte bei 1,8-2,0 liegen.
 2.5.10 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Für Klonierungen wurden PCR-Produkte verwendet,  die mit  der  Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes Oy, Espoo, Finnland) hergestellt wurden. 
Die Reaktionsansätze wurden nach Herstellerangaben wie folgt angesetzt:
1-10 ng DNA-Matrize
10 pmol Primer 1
10 pmol Primer 2
2 µl dNTPs (je 200 µM dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
10 µl 5x HF-Puffer
ad  49 µl Wasser
1 µl Phusion
Für die PCR wurde folgendes Programm erstellt:
60 sec 95°C Hot Start
30 sec   95°C Denaturierung
30 sec 50°C Primer-Bindung    25x
30 sec/kb 72°C Extension
300 sec 72°C letzte Extension
  4°C
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 2.6 Zellkulturreagenzien 
 2.6.1 Zytokine und Rezeptoren 
Epo: Rekombinantes  humanes  Erythropoietin  (2,2 x 105 U/mg  Protein) 
wurde von Roche Diagnostics (Mannheim) bezogen. 
IL-6: Rekombinantes humanes IL-6 wurde nach der Methode von Arcone et 
al.  [103] hergestellt  und  freundlicherweise  von  B.  Mütze  zur 
Verfügung  gestellt;  die  spezifische  Aktivität  betrug  2 x 106 BSF-2 
(B-cell stimulatory factor-2) U/mg Protein. 
sIL-6R: Rekombinanter  humaner  löslicher  IL-6  Rezeptor,  wurde  nach  der 
Methode  von  Weiergräber  et  al.  [104] hergestellt  und 
freundlicherweise von M. Kaufmann zur Verfügung gestellt. 
 2.6.2 Inhibitoren
LY29004: PI3K-Inhibitor (Calbiochem, Cambridge, USA)
U0126: MEK-Inhibitor (Promega Corporation, Madison, USA)
 2.6.3 Zellkulturmedien
DMEM (mit 4,5 g/L Glukose und Glutamax) Gibco, Eggenstein 
Opti-MEM Gibco, Eggenstein
Penicillin/Streptomycin Gibco, Eggenstein
Trypsin/EDTA-Lösung Lonza, Verviers, Belgien
FCS (fötales Kälber Serum) Cytogen, Berlin 
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 2.7 Zelllinien
HEK adhärent wachsende humane embryonale Nierenzellen, adenoviral 
transformiert [DSMZ no.: ACC 305]
HEK-T HEK-Zellen, in die das temperatursensitive Gen für das 
SV40 T-Antigen integriert wurde (DSMZ, Braunschweig) 
SHP2+/+ adhärent wachsende immortalisierte murien embryonale Fibroblasten 
(MEF), zur Nutzung überlassen von B.G. Neel, Boston (USA) 
SHP2ΔEx3 MEF-Zelllinie, in der nur eine trunkierte SHP2 exprimiert wird 
(Aminosäuren 46-110 fehlen), zur Nutzung überlassen von B.G. 
Neel, Boston (USA) 
SYF MEF-Zelllinie, in der keine Kinasen der Src-Familie exprimiert werden 
(Src, Yes, Fyn-defizient) [ATCC: CRL-2459]
SYF+Src mit Src rekonstituierte SYF-Zellen [ATCC: CRL-2498]
 2.8 Kultivierung eukaryotischer Zellen
Alle Zellen wurden bei 37 °C in einer wassergesättigten Atmosphäre mit 5 % CO2 
kultiviert.  Das  Zellkulturmedium DMEM enthielt,  falls  nicht  anders  angegeben, 
10 % fötales Kälberserum, 60 mg/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin. Die 
Weiterkultivierung der Zellen erfolgte im Falle der MEF-Zellen durch Ablösen des 
Zellrasens mit Trypsin/EDTA von einer konfluent bewachsenen Petrischale nach 
einmaligem Waschen  mit  PBS.  Zur  Langzeitaufbewahrung  wurden  die  von  der 
Platte gelösten Zellen mit 10 % DMSO-haltigem FCS versetzt und in Kryoröhrchen 
in flüssigem Stickstoff gelagert.
PBS: 
200 mM NaCl 
2,5 mM KCl    
8,0 mM Na2HPO4 
1,5 mM KH2PO4 
pH 7,4 
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 2.9 Transiente Transfektionen 
HEK,  HEK-T  und  SHP2  Wildtyp-Zellen  wurden  dem  Protokoll  der  Firma  Life 
Technologies  (Karlsruhe)  entsprechend  mit  dem  Transfektionsreagenz 
Lipofectamine 2000  transfiziert.  Die  Transfektionsmethode  beruht  auf  der 
Verwendung  kationischer  Liposomen,  die  mit  den  Phosphatgruppen  der  DNA 
interagieren.
 2.10 Herstellung von Zelllysaten
Zu  lysierende  Zellen  wurden  in  300 µl  RIPA-Lysispuffer  für  eine  10 cm 
Zellkulturschale aufgenommen. Nach einer Inkubation von 10 min auf Eis wurde 
das  Lysat  in  einer  Tischzentrifuge  zentrifugiert  (10 min,  10000 Upm).  Der 
Zelldebris  wurde  verworfen  und  der  proteinhaltige  Überstand  in  ein  neues 
Reaktionsgefäß überführt. Anschließend wurde die Proteinkonzentration mit dem 
Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories GmbH, München) bestimmt.
RIPA-Lysispuffer:
50 mM Tris-HCl pH 7,4
150 mM NaCl
0,5 % Nonidet-P40
15 % Glycerin
10 µg/ml Aprotinin
10 µg/ml Leupeptin
10 µg/ml Pepstatin
0,8 µM Pefabloc SC-Protease Inhibitor
1 mM Natriumfluorid
1 mM Natriumvanadat
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 2.11 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Zur  Auftrennung  von  Proteinen  wurde,  wenn  nicht  anders  angegeben,  eine 
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (8 % PAA) durchgeführt.
Acrylamidlösung:
30 % Acrylamid
0,8 % Bisacrylamid
Trenngel:
6,8 ml aqua dest.
3,84 ml Acrylamidlösung
3,8 ml 1,5 M Tris/HCl pH 8,8
75 µl 10 % SDS
15 µl TEMED
75 µl 20 % APS
Sammelgel:
4 ml aqua dest.
635 µl Acrylamidlösung
313 µl 2 M Tris/HCl pH 6,8
25 µl 20 % SDS
5 µl TEMED
40 µl 20 % APS
Elektrodenpuffer:
25 mM Tris-Base
192 mM Glycin
0,1 % SDS
Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter Stromstärke von 25 mA bis zu einer 
ausreichenden Größen-Auftrennung.
 2.12 Proteintransfer auf eine PVDF-Membran durch das Western-Blot-
semidry-Verfahren
Die  elektrophoretisch  aufgetrennten  Proteine  wurden  zur  Detektion  auf  eine 
PVDF-Membran übertragen. Dazu diente das Western-Blot-semidry-Verfahren. Es 
wurden insgesamt 3 Lagen Gel-Blotting Papier (Whatman GmbH, Dassel) und die 
PVDF-Membran  (BioTrace  PVDF  Transfer  Membrane  0.45 µm,  Pall  Corporation, 
Pensacola, USA) auf die Gelgröße zugeschnitten. Die PVDF-Membran wurde mit 
Methanol benetzt, gewässert und in Anoden-Puffer-II äquilibriert. Das Gel wurde 
für 5 min in Kathoden-Puffer äquilibriert. Nach kurzem Tränken der Whatman-
Filter mit den unten angegebenen Puffern erfolgte der Aufbau des Blots:
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1. Anode
2. 1 Gel-Blotting Papier getränkt mit Anoden-Puffer-I
3. 1 Gel-Blotting Papier getränkt mit Anoden-Puffer-II
4. PVDF-Membran äquilibriert in Anoden-Puffer-II
5. Polyacrylamidgel äquilibriert in Kathoden-Puffer
6. 1 Gel-Blotting Papier getränkt mit Anoden-Puffer-III
7. Kathode
Die oben aufgeführten Komponenten wurden luftblasenfrei aufeinandergelegt. Die 
Übertragung der Proteine auf die Membran erfolgte bei 0,8 mA/cm2 für 1 Stunde 
bei einem Andruckgewicht von 1 kg.
Anodenpuffer-I:
0,3 M Tris-Base
20 % Methanol
Anodenpuffer-II:
0,025 M Tris-Base
20 % Methanol
Kathodenpuffer:
0,4 M 6-Aminohexansäure
20 % Methanol
 2.13 Detektion präzipitierter Proteine 
Nach  dem  Transfer  der  Proteine  auf  eine  PVDF-Membran  wurden  die  freien 
Bindungsstellen 30 min mit 10 % BSA in TBS-N blockiert, die Membran mit TBS-N 
gespült und 16 h bei 4 °C mit einer 1:1000-Verdünnung eines entsprechenden 
Antikörpers  in  TBS-N  inkubiert.  Nach  Abspülen  der  Erstantikörper-Lösung 
erfolgte  die  Inkubation mit  einem Peroxidase-konjugierten Antikörper  in  einer 
Verdünnung  von  1:10000  in  TBS-N  für  30-60 min  bei  RT.  Der  überschüssige 
Antikörper wurde durch drei 10-minütige Waschschritte mit TBS-N entfernt. Die 
Detektion der Proteine erfolgte durch eine Chemilumineszenzreaktion mit dem 
Peroxidase-Substrat  Immobilon  Western  Chemiluminescent  HRP  Substrate 
(Millipore  Corporation,  Billerica,  USA).  Die  Antikörper  konnten  durch  eine 
30-minütige  Inkubation  der  PVDF-Membran  in  Stripping-Puffer  bei  70 °C 
abgelöst werden, um weitere Detektionen zu ermöglichen.
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TBS-N:
20 mM Tris/HCl pH 7,6
140 mM NaCl
0,1 % v/v Nonidet P-40
Stripping-Puffer:
62,5 mM Tris/HCl pH 7,6
2 % SDS
100 mM β-Mercaptoethanol
 2.14 Antikörper
Spezies Zielprotein Hersteller
m Flag (M2) Sigma Aldrich, Taufkirchen
m Phospho-Thr202/Tyr204-ERK New England Biolabs, Beverly, USA
g ERK1, ERK2 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
rb Phospho-Ser473-Akt New England Biolabs, Beverly, USA
g Akt Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 
rb Phospho-Tyr627-Gab1 New England Biolabs, Beverly, USA
rb Gab1 Upstate Biotechnology,  New York, USA
rb Phospho-Tyr705-STAT3 New England Biolabs, Beverly, USA
rb STAT3 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
rb 
m 
g 
Kaninchen
Maus
Ziege
Zweitantikörper gegen Maus, Ziege bzw. 
Kaninchen, konjugiert mit Meerrettich­
peroxidase 
Dako, Glostrup, Dänemark
 2.15 Reportergen-Assay
Genregulatorische  Eigenschaften  von  Proteinen  können  in  Reportergen-Assays 
genutzt  werden.  Dazu  wird  ein  Reportergen-Konstrukt  eingesetzt,  das  neben 
einer  Promotorsequenz  mit  responsiven  Elemente  für  die  zu  untersuchenden 
Effektorproteine den kodierenden Bereich für das Reporterprotein (z.B. Luziferase) 
enthält.  Nach  Transfektion  und  Stimulation  der  entsprechenden  Zellkulturen 
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wurde über die Messung der Reporterenzym-Aktivität indirekt die Expressions­
stärke des Reportergens bestimmt. Die Genauigkeit der in Reportergensystemen 
gemessenen  Aktivitäten  kann  durch  verschiedene  experimentelle  Faktoren 
beeinträchtigt  werden.  Deshalb  wurde  zusätzlich  ein  Kontrollplasmid,  das  die 
konstitutive  Expression  des  Enzyms  β-Galaktosidase  (pCH110,  Pharmacia) 
bewirkt, kotransfiziert.
 2.15.1 Ernte transfizierter Zellen 
Aus den Kulturschalen transfizierter Zellen wurde das Medium entfernt, die Zellen 
mit PBS gewaschen und lysiert. Für die Lyse wurde der Reporter-Lysis-Puffer der 
Firma Promega (Madison, USA) nach Herstellerangaben verwendet.
 2.15.2 Luziferase-Assay
Die  Bestimmung  der  Luziferaseaktivität  aus  Zelllysaten  erfolgte  mit  dem 
Luciferase Assay System der Firma Promega (Madison, USA). Dazu wurden 20 µl 
Lysat  in  einer  lichtundurchlässigen  96er-Lochplatte  mit  60 µl  Assay  Reagent 
versetzt  und  so  die  Luziferase-katalysierte  Reaktion  gestartet.  Die  Luziferase 
oxidiert  das  Substrat  Luziferin  zu  Oxyluziferin.  Das  bei  dieser  Reaktion 
freigesetzte  Licht  wurde  mit  dem  Gerät  „Microlumat  96  P“  der  Firma  EG&G 
Berthold (Bad Wildbad) gemessen. Die erhaltenen Werte wurden mit den Werten 
für die Transfektionseffizienz (β-Galaktosidase-Aktivität) korrigiert.
 2.15.3 β-Galaktosidase-Assay
Um  Unterschiede  in  der  Transfektionseffizienz  abzugleichen,  wurde  das 
Kontrollplasmid pCH 110 (Pharmacia, Uppsala, Schweden) bei der Reportergen-
Analyse  kotransfiziert.  Die  Bestimmung  der  β-Galaktosidase-Aktivität  erfolgte, 
indem  100 µl  Zelllysat  mit  500 µl  β-Galaktosidase-Puffer  und  100 µl  des 
Substrates  ONPG (1 mg/ml  ο-Nitrophenylgalactosid),   gemischt  und  bei  37 °C 
inkubiert wurde. Sobald eine leichte Gelbfärbung der Proben festzustellen war, 
wurde die Reaktion mit 250 µl 1 M Na2CO3 gestoppt und die OD der Proben bei 
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420 nm  bestimmt.  Die  ermittelte  Absorbtion  dient  zur  Normalisierung  der 
gemessenen Lumineszenz.
β-Galaktosidase-Puffer:
60 mM Na2HPO4
40 mM NaH2PO4
1 mM KCl
1 mM MgCl2
+ 386 µl β-Mercaptoethanol pro 100 ml Lösung
 2.16 Konfokale Mikroskopie 
 2.16.1 Konfokale Bildaufnahme 
Zur Analyse der fluoreszierenden Moleküle in Zellen wurde ein konfokales Laser-
Scanning  Mikroskop  des  Typs  Zeiss  LSM510  (Zeiss,  Jena)  benutzt.  Dieses 
Mikroskop verfügt über einen Argon-Ionen Laser und einen Helium-Neon Laser. 
Der  Argon-Ionen  Laser  kann  Licht  der  Wellenlängen  458,  488  und  514 nm 
gleichzeitig emittieren, das durch einen akusto-optisch regelbaren Filter (acousto 
optical tunable filter - AOTF) einzeln oder in Gruppen ein- bzw. ausgeschaltet 
werden kann. Der Argon-Ionen Laser besitzt eine maximale Leistung von 25 mW. 
Diese Leistung kann im Bereich von 25-100 % der 25 mW geregelt werden. Der 
Transmissionsgrad der Strahlen des Lasers kann individuell für jede Wellenlänge 
durch den AOTF verändert werden. Soweit nicht extra vermerkt, wurde für die 
Bildaufnahmen  sämtlicher  Experimente  ein  63-fach  vergrößerndes,  wasser­
korrigiertes  Objektiv  mit  einer  numerischen  Apertur  von  1,2  vom  Typ  Zeiss 
C-Apochromat 63/1.2w Korr (Zeiss, Jena) verwendet. 
Für  die  Anregung  von  eGFP  wurde  die  488 nm Linie  des  Argon-Ionen  Lasers 
verwendet. Das Anregungslicht wurde über einen 488 nm Hauptfarbteiler in den 
Detektionsstrahlengang  eingespeist  und  die  Emission  des  eGFP  nach  einem 
505-530 nm Bandpaßfilter registriert.
Der Durchmesser der konfokalen Blende war bei  allen Aufnahmen, wenn nicht 
anders vermerkt,  in Abhängigkeit  von der Anregungswellenlänge auf eine  Airy 
Unit eingestellt.  Für  die  verwendeten  Anregungswellenlängen  ergibt  diese 
Einstellung eine Ebenenschichtdicke der konfokalen Aufnahmen von ca. 1 μm. 
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 2.16.2 Konfokale Mikroskopie lebender Zellen 
Transient  transfizierte  Zellen  wurden  24 h  nach  der  Transfektion  in  6 cm 
Zellkulturschalen auf poly-L-Lysin-beschichtete 42 mm Deckgläschen ausgesät. 
48 h  nach  der  Transfektion  erfolgte  die  Umsetzung  der  Deckgläschen  in  eine 
geschlossene Perfusionskammer (Pecon, Erbach). Diese wurde auf 37 °C über ein 
angeschlossenes  Wasserbad  geheizt.  Das  verwendete  63-fach  vergrößernde 
Wasserimmersionsobjektiv  wurde  durch  einen  elektrischen  Objektivheizring 
ebenfalls auf 37 °C erwärmt. Damit wurde ein Wärmeverlust der Zellschicht auf 
dem  nur  ca.  0,16 mm  starken  Deckgläschen  über  den  Wassertropfen  zum 
Objektiv hin vermieden. Die Perfusionskammer wurde mit Zellkulturmedium oder 
KRH-Lösung gefüllt. Im Falle der Inkubation in DMEM wurde zusätzlich ein 37 °C 
warmer Luftstrom mit 5 % CO2 in die Kammer geleitet.
Poly-L-Lysin
0,25 mg/ml in H2O Poly-L-Lysin (MW>30.000 g/mol)
30 Minuten bei 37 °C auf Deckgläschen inkubieren, 
dann mit PBS abspülen
Krebs-Ringer-HEPES (KRH)
 130 mM NaCl
  4,7 mM KCl
  2,5 mM CaCl2
  1,2 mM KH2PO4
  1,2 mM MgSO4
  5,5 mM Glucose
10,0 mM HEPES
 pH  7,4
Vor  einer  Stimulation  der  Zellen  wurden  diese  mindestens  10  Minuten  in  der 
Perfusionskammer inkubiert, um den entstandenen Zellstress abklingen zu lassen. 
Nach  Zugabe  von  Medium  bzw.  KRH-Lösung  mit  dem  Stimulanz  wurden 
Fluoreszenzaufnahmen alle  60 Sekunden aufgenommen.  In den Versuchen mit 
einer Vorinkubation mit dem Inhibitor LY29004 wurde dieser im Inkubator zu den 
Zellen  gegeben  und  anschließend  dasselbe  Medium für  die  Perfusionskammer 
verwendet.  Der  Inhibitor  U0126  wurde  direkt  zu  dem  Medium  in  der 
Perfusionskammer  gegeben,  da  U0126  nur  15 Minuten  mit  den  Zellen 
vorinkubiert werden muss.
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 3.1 Einfluss von Gab1 auf die IL-6 Signaltransduktion
 3.1.1 Einfluss von Gab1 auf die ERK-Aktivierung nach IL-6 Stimulation
In  der  Literatur  wurde  ein  Beitrag  von  Gab1  an  der  IL-6  vermittelten  ERK-
Aktivierung beschrieben  [44].  Da Gab1 allerdings verschiedene Bindungsstellen 
für Interaktionspartner besitzt, sollten die Stellen identifiziert werden, die für die 
ERK-Aktivierung  wichtig  sind.  Punktmutationen  der  bekannten  Bindestellen  in 
Gab1 (siehe Einleitung) führen dazu, dass die Bindepartner nicht mehr an Gab1 
binden können. Die Mutationen sind für die  ΔPI3K-Mutante Y448,473,580F, für 
ΔSHP2  Y627F,  für  ΔGrb2  Δ341-348,L524P  und  für  ΔRasGAP  Y307,317F. Die 
Expressionsvektoren  für  die  verschiedenen  Gab1-Mutanten  und  den  chimären 
Rezeptor  EpoR/gp130wt  wurden  in  HEK-T  Zellen  (humane  embryonale 
Nierenzellen)  transfiziert  (Abb.  3.1).  Dieser  Rezeptor  besteht  aus  den 
extrazellulären  Domänen  des  Erythropoeitin (Epo)-Rezeptors  und  dem 
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Abbildung 3.1: Effekt einzelner Bindungsstellen in Gab1 au f  die IL -6  ver mittelte  
ERK - Aktivierung
HEK-T  Zellen  wurden  mit  Expressionsvektoren  für  den  chimären  Rezeptor 
EpoR/gp130wt  und  verschiedenen  Gab1-Mutanten  transfiziert.  Zwei  Tage  später 
wurden die Zellen für sechs Stunden in DMEM ohne FCS gehungert und anschließend 
mit Epo stimuliert. Aliquots der Lysate wurden elektrophoretisch aufgetrennt und die 
Aktivierung  von  ERK1  und  2  bzw.  STAT3  mit  Phosphorylierungs-spezifischen 
Antikörpern  nachgewiesen.  Zur  Ladungskontrolle  wurde  zudem  gegen  ERK- 
Gesamtprotein gefärbt. Die gleichmäßige Expression des exogenen Gab1 wurde über 
die Färbung des an Gab1 fusionierten Flag-Tags nachgewiesen.
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Transmembran-  und  dem  zytoplasmatischem  Teil  der  signalweiterleitenden 
Untereinheit des IL-6-Rezeptors gp130. Die Dimerisierung, die durch Epobindung 
ausgelöst  wird,  aktiviert  daher  die  gleichen  Signalwege,  die  auch  bei  einer 
Stimulation mit IL-6 ausgelöst werden. Dieser chimäre Rezeptor wurde verwendet, 
um nur die transfizierten Zellen zu stimulieren, da man davon ausgehen kann, 
dass die Zellen immer beide Expressionsvektoren aufnehmen (alle Zellen, die in 
dieser Arbeit verwendet wurden, exprimieren keinen endogenen Eporezeptor). Zur 
Kontrolle einer gleichmäßigen Stimulation wurde die Phosphorylierung von STAT3 
nachgewiesen. Die STAT3-Phosphorylierung war in den verschiedenen Ansätzen 
gleich.  Dies  zeigte,  dass  die  Stimulation  des  Rezeptors  gleichmäßig  und 
unabhängig von der Expression von Gab1 war. Die ERK-Aktivierung, erkennbar an 
der  Thr202/Tyr204-Phosphorylierung,  wird  durch die  Expression von Wildtyp-
Gab1 verstärkt. Die Gab1-Mutanten, die die PI3-Kinase und RasGAP nicht mehr 
binden können, verhalten sich wie das Wildtyp-Protein. Gab1 mit  Mutationen der 
SHP2-  und  der  Grb2-Bindestellen  kann  keine  Steigerung  der  ERK-Aktivierung 
mehr  auslösen.  Daraus  folgt,  dass  die  Bindung  von  SHP2  und  Grb2  für  die 
Funktion von Gab1 nötig ist.
Um die oben erhaltenen Resultate zu bestätigen, wurde der Einfluss der Gab1-
Mutanten  auf  die  transkriptionelle  Aktivität  von  Elk1  mit  Hilfe  eines 
Reportersystem  untersucht  (Abb.  3.2).  Ein  Expressionsvektor  des  Elk1-
Reportersytems kodiert für ein Fusionsprotein aus der Aktivierungsdomäne des 
Transkriptionsfaktors  Elk1  und  der  GAL4-DNA-Bindedomäne.  Nach  ERK-
Phosphorylierung  dimerisiert  dieses  Fusionsprotein  und  bindet  den 
Reportervektor für die Luziferase, welcher im Promoter GAL4-Bindestellen enthält. 
Die  Expression  der  Luziferase  entspricht  daher  der  Aktivierung  des 
Transkriptionsfaktors Elk1 durch ERK. 
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Die  Expressionskonstrukte  für  die  Gab1-Mutanten,  für  den chimären Rezeptor 
EpoR/gp130wt sowie die Vektoren des Elk1-Reportersystems wurden in murine 
embryonale  Fibroblasten  (MEF)  transfiziert.  Die  Luziferaseaktivität  wurde  nach 
Epo-Stimulation  bestimmt.  Die  Ergebnisse  aus  den  Reporteraktivitäten 
entsprachen der Phosphorylierung von ERK im Westernblot: Die Expression von 
Wildtyp-Gab1  erhöhte  die  Elk1-Aktivität  nach  Stimulation.  Eine  ebenso  hohe 
Steigerung zeigte die Expression der Gab1-Mutanten der RasGAP- und der PI3K-
Bindestellen.  Hingegen  zeigten die Gab1-Mutanten, die SHP2 oder Grb2 nicht 
mehr binden können,  keinen positiven Effekt  auf  die Elk1-Aktivität.  Durch die 
Deletion der PH-Domäne (ΔPH) war Gab1 ebenfalls nicht in der Lage die Elk1-
Reportergenaktivität in dem gleichen Maße wie Wildtyp-Gab1 zu erhöhen.
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Abbildung 3.2: Effekt einzelner Bindungsstellen in Gab1 auf  die IL -6 - ver mittelte  
Elk1 - Reportergenaktivität
Murine embryonale Fibroblasten wurden mit den Expressionsvektoren für die Bestimmung 
der  Elk1-Reportergenaktivität,  dem  chimären  Rezeptor  EpoR/gp130wt  und  den 
verschiedenen Gab1-Mutanten transfiziert. Nach sechs Stunden wurden die Zellen mit Epo 
stimuliert  und  nach  weiteren  20  Stunden  lysiert.  Die  Reportergenaktivität  wurde 
anschließend, wie in Material und Methoden beschrieben, bestimmt.
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 3.1.2 Gab1-Phosphorylierung
Bei der EGF-Signaltransduktion ist die Phosphorylierung von Gab1 an der SHP2-
Bindestelle, Tyrosin 627, wichtig für die ERK-Aktivierung über Gab1 [36, 39].  Die 
oben präsentierten Experimente zeigen die Beteiligung der SHP2-Bindestelle in 
Gab1 für die IL-6-vermittelte ERK-Aktivierung. Daher sollte die Phosphorylierung 
des Tyrosins 627 untersucht werden.
Um  zu  klären,  welche  Proteine  hierfür  notwendig  sind,  wurden  verschiedene 
knockout-Zelllinien  verwendet.  Um  die  Bedeutung  der  SHP2  für  die  Gab1-
Aktivierung  zu  zeigen,  wurden  murine  embryonale  Fibroblasten  (MEFs)  mit 
Wildtyp-SHP2  (SHP2+/+)  und  SHP2ΔEx3-MEFs mit  IL-6  und  dem  löslichen  IL-6-
Korezeptor  (sIL6Rα) stimuliert.  Der  lösliche  IL6Rα  dient  als  Ersatz  für  den 
membranständigen α-Rezeptor, so dass IL-6 auch Zellen mit gp130 aber ohne 
diesen  Korezeptor  stimulieren  kann.  Die  SHP2ΔEx3-MEFs  exprimieren  nur  eine 
verkürzte SHP2, der die Aminosäuren 46 bis 110 der N-terminalen SH2-Domäne 
fehlen  [85].  Diese  Domäne  ist  dadurch  funktionsunfähig.  Zudem  ist  die 
Autoinhibition  der  Phosphatase-Domäne  der  Wildtyp-SHP2  aufgehoben.  In 
Wildtyp-Zellen  war  nach  15 Minuten  IL-6/sIL6Rα-Stimulation  die 
Phosphorylierung des Tyrosins 627 von Gab1 erkennbar (Abb.  3.3) In SHP2ΔEx3-
MEFs war diese Phosphorylierung dagegen nicht detektierbar, obwohl die IL-6-
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Abbildung 3.3: Abhängigkeit der Gab1 - Phosphorylierung von  der Expression von  
SHP2 und  der Src - Kinasen
Die  murinen  embryonalen  Fibroblasten  wurden  über  Nacht  in  serumfreiem  Medium 
kultiviert,  mit  IL-6/sIL6Rα  für  15 Minuten  stimuliert  und  dann  lysiert.  Zusammen  mit 
Lysaten  von  unstimulierten  Zellen  wurden  diese  mittels  SDS-PAGE  aufgetrennt  und  die 
Membran nach dem Westernblot mit den angegebenen phosphospezifischen Antikörpern 
detektiert. Zur Ladungskontrolle wurden das STAT3- und Gab1-Gesamtprotein detektiert.
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Stimulation von gp130 zu einer STAT3-Aktivierung führte. Es ist also eine voll 
funktionsfähige SHP2 für die Gab1-Phosphorylierung notwendig. 
Neben  den  rezeptorassoziierten  JAK-Tyrosinkinsen  wurden  auch  beschrieben, 
dass  die  Kinasen  der  Src-Familie  für  die  Gab1-Phosphorylierung  wichtig  sein 
können  [31]. Daher wurden SYF-Zellen stimuliert. Diese MEFs sind defizient für 
Src,  Yes und  Fyn, andere Kinasen der Src-Familie werden in diesen Zellen nicht 
exprimiert. Als Vergleich dienten die mit Src rekonstituierten SYF-Zellen. Die SYF-
Zellen  zeigten  nach  Stimulation  mit  IL-6/sIL6Rα  eine,  wenn  auch  etwas 
verminderte,  Gab1-Tyrosin 627-Phosphorylierung.  Diese  war  durch  die  hohe 
Expressionsrate  von  Src  in  den  rekonstituierten  Zellen  höher.  Somit  konnte 
gezeigt werden, dass Kinasen der Src-Familie nicht für die Gab1-Aktivierung nach 
IL-6 Stimulation essentiell sind.
Um  festzustellen,  welche  Bindestellen  im  Gab1  für  die  Phosphorylierung 
notwendig sind, wurden die Gab1-Mutanten in HEK-T Zellen exprimiert und deren 
Phosphorylierung nach Stimulation über gp130 analysiert (Abb. 3.4). Zur Kontrolle 
der  Stimulation  diente  die  Phosphorylierung  von  STAT3,  die  von  der  Gab1-
Expression  unbeeinflusst  war.  Die  ERK-Aktivierung  wurde  nur  durch  die 
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Abbildung 3.4: Bedeutung der SHP2 -  u nd  Grb2 - Bindestellen für  die Gab1 -
Phosphorylierung
HEK-T Zellen wurden mit Expressionsvektoren für den chimären Rezeptor EpoR/gp130wt 
und  für  Wildtyp-,  ΔSHP2-  oder  ΔGrb2-Gab1 transfiziert.  Zwei  Tage  später  wurden  die 
Zellen für 3 Stunden in DMEM ohne FCS gehungert, anschließend mit Epo stimuliert und 
lysiert. Aliquots der Lysate wurden elektrophoretisch aufgetrennt und die Aktivierung von 
Gab1-Y627,  ERK1  und  2  bzw.  STAT3  mit  Phosphorylierungs-spezifischen  Antikörpern 
nachgewiesen. Zur Expressions- und Ladungskontrolle wurde zudem gegen ERK-, STAT3- 
und Gab1-Gesamtprotein gefärbt.
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Expression  von  Wildtyp-Gab1  erhöht  und  nicht  durch  die  SHP2-  und  Grb2-
Bindemutanten. Dem entsprach der Verlauf der Gab1-Y627 Phosphorylierung. Nur 
Wildtyp-Gab1 wurde nach Stimulation an diesem Tyrosin phosphoryliert. Bei der 
SHP2-Bindemutante ist dieses Tyrosin zu Phenylalanin mutiert und demzufolge 
nicht phosphorylierbar. Allerdings wurde auch die Gab1-Mutante, die kein Grb2 
mehr  binden  kann,  nicht  mehr  am  Tyrosin  627  phosphoryliert.  Demzufolge 
korreliert die Y627-Phosphorylierung mit der ERK-Aktivierung.
 3.1.3 Einfluss der Gab1-PH Domäne auf die Gab1-Phosphorylierung
Da  in  dem Elk1-Reporterassay  (Abb.  3.2)  die  Deletion  der  PH-Domäne  einen 
Einfluss auf die Aktivität von Elk1 hatte, sollte nun der Einfluss dieser Domäne auf 
die ERK- und die Gab1-Phosphorylierung untersucht werden. Dazu wurden wie 
zuvor die Gab1-Konstrukte (an eGFP fusioniert) in HEK-T Zellen exprimiert. Der 
Vergleich mit  dem Wildtyp zeigt,  dass die PH-Domäne von Gab1 alleine keine 
Steigerung der ERK-Aktivierung bewirkt, da diesem Konstrukt die Bindestellen für 
andere  Proteine  fehlen.  In  Gab1ΔPH  sind diese  Interaktionsmöglichkeiten  mit 
anderen Proteinen noch vorhanden,  aber  die  PH-Domäne ist  deletiert.  Bei  der 
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Abbildung 3.5: Einfluss der Gab1 - PH - Do m äne
HEK-T  Zellen  wurden  mit  den  Expressionskonstrukten  für  den  chimären  Rezeptor 
EpoR/gp130wt und für Wildtyp-Gab1, für die PH-Domäne von Gab1 oder Gab1 ohne PH-
Domäne, jeweils mit  C-terminalem eGFP und N-terminalem Flag-Tag, transfiziert.  Zwei 
Tage nach der Transfektion wurden die Zellen mit Epo für 0 und 15 Minuten stimuliert und 
dann lysiert. Die Lysate wurden, wie in Abb. 3.4 beschrieben, analysiert. Die Detektion des 
Flag-Tags diente zur Expressionskontrolle der Gab1-Konstrukte.
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Expression  dieser  Mutante  war  die  ERK-Phosphorylierung  im  Vergleich  zum 
Wildtyp-Gab1 kaum sichtbar. Zudem ist diese Mutante auch deutlich geringer an 
dem für die SHP2-Bindung wichtigen Tyrosin 627 phosphoryliert. Dies zeigt die 
Bedeutung der PH-Domäne von Gab1 für dessen Funktion.
Aufgrund der Bedeutung der PH-Domäne für die Funktion von Gab1 sollte der 
Einfluss der Aktivität der PI3-Kinase auf Gab1 und die ERK-Aktivierung nach IL-6 
Stimulation betrachtet werden.
Die Untersuchung der verwendeten HEK-T Zellen zeigte, dass in diesen Zellen die 
Proteinkinase  Akt  konstitutiv  aktiv  war  (erkennbar  an  der  Ser473-
Phosphorylierung; Abb. 3.6 rechts). Akt wird durch PDK1 phosphoryliert, wenn in 
der Plasmamembran das PI3K-Produkt PtdIns(3,4,5)P3 vorhanden ist und dadurch 
beide Kinasen an die Membran gebunden sind. Die Akt-Ser473-Phosphorylierung 
ist  somit  ein  guter  Indikator  der  PtdIns(3,4,5)P3-Menge.  PtdIns(3,4,5)P3 ist  das 
Lipid, durch das auch die PH-Domäne von Gab1 an die Plasmamembran bindet 
[14,  15].  Durch  Inkubation  der  Zellen  mit  einem  Inhibitor  der  PI3-Kinase 
(LY29004),  wurde  der  Gehalt  an  PtdIns(3,4,5)P3 in  der  Plasmamembran  stark 
gesenkt.  Die Behandlung der Zellen mit dem Inhibitor beeinflusste die STAT3-
Phosphorylierung  nicht.  Die  schwächere  Gab1-Tyr627-Phosphorylierung  nach 
LY29004-Behandlung  zeigte,  dass  die  PI3K-Aktivität  für  die  vollständige 
Phosphorylierung von Gab1 (Tyr627) notwendig ist (Abb. 3.6). 
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Abbildung 3.6: Inhibition der PI3 - K Aktivität und  der Einfluss auf  Gab1
HEK-T Zellen, die mit den Konstrukten für EpoR/gp130wt und Gab1wt-eGFP transfiziert 
wurden,  wurden  mit  DMSO  oder  40 µM  LY29004  für  60 Minuten  behandelt,  mit  Epo 
stimuliert  und  anschließend  lysiert.  Aliquots  der  Lysate  wurden  elektrophetisch 
aufgetrennt.  Nach  dem  Westernblot  wurden  die  Proteine  mit  den  angegebenen 
Aktivierungs-spezifischen  Antikörpern  detektiert.  Zum  Nachweis  einer  gleichmäßigen 
Beladung  wurden  die  Proteine  mit  Antikörpern  gegen  STAT3,  ERK,  Gab1  und  Akt 
gegengefärbt.
pY627 Gab1
pS473 Akt
pYSTAT3
pERK
 -    +  -     +
 0 min  15 min
LY29004 (40µM) -    + -     +
0 min 15 min
ERK
STAT3 Gab1
Akt
   HEK-T
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Die verwendeten HEK-T Zellen wiesen eine hohe Aktivität der PI3-Kinase auf. Im 
Gegensatz dazu war die PI3K-Aktivität in den verwandten HEK Zellen basal gering. 
Daher sollte der Einfluss der PI3-Kinase auch in diesem Zellsystem untersucht 
werden (Abb.  3.7). Dazu wurden beide Zelllinien parallel  mit den Expressions­
konstrukten  für  EpoR/gp130wt  und  Gab1wt-eGFP  transfiziert.  Die 
Phosphorylierung von Gab1 am Tyrosin 627 korreliert mit der PI3K-Aktivität der 
Zellen (sichtbar  durch die  Akt-Ser473-Phosphorylierung),  d.h.  bei  hoher  PI3K-
Aktivität konnte Gab1 deutlich stärker phosphoryliert werden. Als Kontrolle einer 
gleichmäßigen Stimulation diente die STAT3-Phosphorylierung. 
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Abbildung 3.7: Einfluss der unterschiedlichen PI3K - Aktivität  in verwandten  
Zelllinien
Die verwandten Zellinien HEK-T und HEK wurden mit den Konstrukten für EpoR/gp130 und 
Gab1wt-eGFP transfiziert. Nach 2 Tagen wurden die Zellen 5 Stunden in DMEM ohne FCS 
gehungert  und  dann  stimuliert.  Die  Lysate  wurden  anschließend  auf  den 
Aktivierungsstatus und das Gesamtprotein mit den angegebenen Antikörpern untersucht.
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 3.2 Gab1 Lokalisierung
In den vorangegangenen Abschnitten wurde die Bedeutung der Gab1-PH-Domäne 
für  die  IL-6  Signaltransduktion  erläutert.  PH-Domänen  sind  vorrangig  für  die 
subzelluläre Lokalisation von Proteinen verantwortlich. Das Verhalten von Gab1 in 
lebenden  Zellen  wurde  daher  mittels  konfokaler  laser  scanning Mikroskopie 
verfolgt.  Dazu  wurden  Expressionsvektoren  konstruiert,  in  denen  an  den 
C-Terminus von Gab1 bzw. dessen Mutanten eGFP fusioniert wurde. 
 3.2.1 Verhalten von Wildtyp-Gab1
In ruhenden HEK-T Zellen liegt Wildtyp-Gab1-eGFP im Zytoplasma verteilt  vor. 
Nach Stimulation der Zellen über gp130 ändert sich die Lokalisierung von Gab1-
eGFP  von  einer  zytoplasmatischen  Verteilung  hin  zu  einer  fast  vollständigen 
Plasmamembranbindung nach 15 bis 20 Minuten (Abb. 3.8). 
Da,  wie  oben  beschrieben,  die  Phosphorylierung  von  Gab1  abhängig  von  der 
Aktivität der PI3-Kinase ist, wurde dieser Einfluss nun auch für die Translokation 
von Gab1 an die Plasmamembran untersucht. Dazu wurde die Translokation von 
Gab1 in HEK, in HEK-T und mit LY29004 behandelten HEK-T Zellen beobachtet 
(Abb. 3.9). In HEK Zellen, die auch nach IL-6 Stimulation nur eine geringe Aktivität 
der  PI3-Kinase  aufwiesen,  fand  keine  Translokation  von  Gab1  statt. 
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Abbildung 3.8: Translokation von Wildtyp - Gab1 - eGFP
HEK-T Zellen  wurden mit  den Expressionskonstrukten für  EpoR/gp130wt und Gab1wt-
eGFP  transfiziert.  Nach  24  Stunden  wurden  die  Zellen  auf  Poly-L-Lysin  beschichtete 
Deckgläschen ausgesät. Am zweiten Tag wurden die Zellen drei Stunden in Krebs-Ringer-
HEPES-(KRH)  Lösung  gehungert  und  dann  in  die  Perfusionskammer  des  Mikroskops 
umgesetzt.  Nach  10  Minuten  wurden  die  Zellen  für  20  Minuten  stimuliert.  Konfokale 
Aufnahmen der eGFP-Fluoreszenz wurden alle 60 Sekunden aufgenommen.
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Demgegenüber war in den HEK-T Zellen mit höherem PtdIns(3,4,5)P3-Gehalt die 
Translokation  gut  sichtbar.  Durch  eine  Inkubation  der  Zellen  mit  dem  PI3K-
Inhibitor LY29004 konnte die Translokation von Gab1 verhindert werden.
Die sehr niedrige PI3K-Aktivität in den HEK Zellen kann durch externe Stimulation 
erhöht  werden  (Abb.  3.10).  Die  Inkubation  der  Zellen  in  10 %  FCS-haltigem 
Medium bzw. die Expression von konstitutv  aktiver  PI3-Kinase bewirken einen 
höheren  PtdIns(3,4,5)P3-Gehalt  in  der  Plasmamembran,  der  sich  in  der 
Phosphorylierung von Akt niederschlägt. In beiden Fällen ist die Translokation von 
Gab1 nach Stimulation über den IL-6-Rezeptor gp130 deutlich sichtbar.
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Abbildung 3.9: Bedeutung  der PI3 - K A ktivität  für die Gab1 - Translokation
Links: HEK und HEK-T Zellen wurden mit den Expressionsvektoren für EpoR/gp130wt und 
Gab1wt-eGFP transfiziert und die Gab1-Translokation wie in Abbildung  3.8 beschrieben 
beobachtet. Lysate dieser Zellen wurden entsprechend Abb.  3.4 auf die Phosphorylierung 
von  Akt  hin  untersucht.  Rechts:  Für  die  Inhibition  der  PI3-Kinase  wurden  die  Zellen 
45 Minuten mit 40 µM LY29004 vorinkubiert und dann stimuliert.
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Diese  Experimente  zeigten  klar,  dass  für  die  Gab1  Translokation  nach  IL-6 
Stimulation die Aktivität der PI3-Kinase und damit der Gehalt an PtdIns(3,4,5)P3 in 
der Plasmamembran wesentlich ist.
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Abbildung 3.10: Abhängigkeit der Translokation von Gab1 in HEK Zellen von einer  
externen  Aktivierung der PI3 - Kinase
HEK  Zellen  wurden  mit  den  Expressionsvektoren  für  EpoR/gp130wt  und  Gab1wt-eGFP 
transfiziert und dann drei Stunden in KRH-Lösung gehungert, in 10 % FCS inkubiert bzw. 
mit  der  zusätzlich  exprimierten konstitutiv  aktiven PI3K  (p110γ-CAAX) drei  Stunden in 
KRH-Lösung gehungert.  Die  Translokation wurde nach Stimulation mit  Epo beobachtet. 
Parallel dazu wurden Zellen des gleichen Transfektionsansatzes lysiert. In diesen Lysaten 
wurde  die  Aktivierung der  PI3K  durch die  Detektion von pS473-Akt  nachgewiesen.  Als 
Ladungskontrolle diente der Nachweis des Akt-Gesamtproteins. 
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 3.2.2 Translokation der Gab1-Mutanten
Für die Translokation von Gab1 nach IL-6 Stimulation ist, wie oben gezeigt, eine 
basale  Aktivität  der  PI3-Kinase  notwendig.  Gab1  enthält  jedoch  neben  der 
Lipidbindedomäne  noch  Interaktionsmöglichkeiten  mit  Proteinen.  Um  die 
Bedeutung dieser Bindestellen für die Translokation zu untersuchen, wurden die 
Gab1-Mutanten in  HEK-T Zellen exprimiert  und das Verhalten von Gab1 nach 
Stimulation  über  gp130  beobachtet  (Abb.  3.11).  Wildtyp-Gab1  wandert  nach 
Stimulation an die Plasmamembran. Die Gab1-Mutante ohne PH-Domäne bleibt 
jedoch zytoplasmatisch. Alle weiteren Mutationen der Bindestellen in Gab1 haben 
keinen Einfluss auf die Translokation. Sie verhalten sich wie Wildtyp-Gab1. Daher 
haben die Bindung der PI3-Kinase, von Grb2 oder von SHP2 keine Bedeutung für 
die Gab1-Translokation.
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Abbildung 3.11: Bedeutung  der Interaktionsstellen in Gab1 für  dessen  
Translokation
HEK-T  Zellen  wurden  mit  den  Expressionskonstrukten  für  EpoR/gp130wt  und  den 
angegebenen Gab1-eGFP-Mutanten transfiziert und die Gab1-Translokation wurde wie in 
Abbildung 3.8 beschrieben beobachtet.
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 3.2.3 Inhibition der PH-Domäne im Wildtyp-Gab1
Die  Bedeutung  der  PH-Domäne  für  die  Translokation  eines  Proteins  an  die 
entsprechende Membran in der Zelle  ist  allgemein bekannt und wird meistens 
auch  als  ausreichend  für  die  Lokalisation  des  Proteins  betrachtet  [86].  Gab1 
scheint  hier  hingegen eine Sonderrolle  einzunehmen: Obwohl der Bindepartner 
der  PH-Domäne  (PtdIns(3,4,5)P3)  in  der  Plasmamembran  in  den  HEK-T  Zellen 
vorhanden  war,  war  nur  die  isolierte  PH-Domäne  an  der  Plasmamembran 
lokalisiert, nicht hingegen das komplette Gab1 (Abb. 3.12). Die Plasmamembran­
bindung  von  Gab1  wird  also  im vollständigen  Protein,  im  Gegensatz  zur  PH-
Domäne alleine, inhibiert. 
Um  herauszufinden,  wie  diese  Inhibition  funktioniert,  wurden  Expressions­
vektoren für verschiedene Gab1-Deletionsmutanten kloniert (Abb.  3.13) und die 
Gab1-Mutanten in HEK-T Zellen exprimiert.
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Abbildung 3.12: Verhalten der PH - Do m äne und  des Wildtyp - Gab1
HEK-T Zellen wurden mit den Expressionskonstrukten für Gab1wt und die PH-Domäne von 
Gab1 fusioniert an eGFP transfiziert. Nach zwei Tagen wurden die Zellen drei Stunden in 
KRH-Lösung gehungert und anschließend die Lokalisierung der Gab1-Konstrukte über die 
Fluoreszenz des eGFP im konfokalen laser scanning Mikroskop detektiert.
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Durch die Expression dieser Deletionsmutanten zeigte sich klar ein Übergang von 
einer  Plasmamembran-  zu  einer  Zytoplasma-Lokalisierung  der  Gab1-Proteine 
(Abb.  3.14).  Alle  Mutanten  bis  einschließlich  die  mit  einer  Länge  von  545 
Aminosäuren  befanden  sich  an  der  Plasmamembran  in  unstimulierten  HEK-T 
41
Abbildung 3.13: Sche m atische Darstellung der verwendeten  Gab1 -
Deletions m utanten
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Abbildung 3.14: Lokalisation der Gab1 - Deletions m utanten
HEK-T  Zellen  wurden  mit  den  Expressionskonstrukten  der  verschiedenen  Gab1-
Deletionskonstrukten transfiziert.  Zwei  Tage  später  wurde die  Lokalisierung der  Gab1-
Proteine in drei Stunden in KRH-Lösung gehungerten und unstimulierten Zellen über die 
Fluoreszenz des eGFP im konfokalen laser scanning Mikroskop detektiert.
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Zellen.  Die längeren Mutanten (bis  Aminosäure 587 und 662) waren hingegen 
zytoplasmatisch  lokalisiert.  Das  deutet  darauf  hin,  dass  zwischen  den 
Aminosäuren 545 und 587 ein, für die Inhibition der Plasmamembranbindung, 
wichtiger Bereich liegt.
Um  charakteristische  Sequenzen  in  dieser  Region  herauszufinden,  wurde  ein 
Alignment  der  Sequenzen  von  Gab1  aus  verschiedenen  Spezies  mit  Kalign 
[87] gemacht  und  mittels  Jalview [88] dargestellt  (Abb.  3.15).  Der  Bereich 
zwischen den Aminosäuren 535 und 600 in Gab1 ist hochkonserviert. Dies deutet 
auf eine wichtige Funktion dieser Aminosäuresequenz hin. In diesem Abschnitt 
liegen  zwei  vorher  beschriebene  ERK-Phosphorylierungsstellen,  Serin  551  und 
Serin 567 [32], so dass möglicherweise die MAPK ERK die Translokation von Gab1 
beeinflusst.
 3.2.4 Einfluss der MAPK ERK auf die Gab1-Translokation
Um  eine  Beteiligung  einer  MAPK-abhängigen  Phosphorylierung  an  der  Gab1-
Translokation zu bestätigen, wurden HEK-T Zellen mit dem MEK-Inhibitor U0126 
behandelt. Anschließend wurde die Translokation von Gab1wt-eGFP beobachtet 
(Abb.  3.16 links). Der Inhibitor U0126 verhindert die Aktivierung von ERK durch 
Inhibition  der  vorgeschalteten  Kinase  MEK.  Die  Effizienz  des  Inhibitors  wurde 
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Abbildung 3.15: Align ment  der inhibitorischen Region in Gab1 in  verschiedenen  
Spezies
Die  Aminosäuresequenzen  (von  Asp/Glu535  bis  Asp600)  von  Gab1  aus  verschiedenen 
Spezies  wurden  mit  Kalign ausgerichtet  und  mit  Jalview dargestellt.  Das  Farbschema 
entspricht  dem  ClustalW-Schema,  welches  die  Aminosäuren  den  physikochemischen 
Eigenschaften  nach  sortiert.  Hervorgehoben  sind  die  beiden  Serine,  die  als  ERK-
Phosphorylierungstellen beschrieben wurden.
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durch Detektion der ERK-Phosphorylierung aus Zelllysaten bestätigt (Abb.  3.16 
rechts).  In  den  Zellen,  die  mit  U0126  inkubiert  wurden,  wurde  die  ERK-
Phosphorylierung verhindert  und es  fand nach Stimulation keine Translokation 
von Gab1 mehr statt. 
Um diese Inhibitorversuche zu bestätigen, wurden in HEK-T Zellen zusätzlich zu 
Gab1wt-eGFP konstitutiv aktive Mutanten der Kinasen MEK (fcMEK1) und MEKK 
(fcMEKK1) exprimiert. Dies sind die beiden upstream-Kinasen im ERK-MAPK-Weg. 
Die  Aktivierung  des  MAPK-Weges  durch  diese  Kinasen,  sichtbar  an  der  ERK-
Phosphorylierung  im  Westernblot,  führte  zu  einer  IL-6-unabhängigen 
Translokation von Gab1 zur Plasmamembran (Abb. 3.17).
Diese Experimente zeigen klar, dass eine IL-6-abhängige ERK-Aktivierung für die 
Translokation von Gab1 zur Plasmamembran essentiell ist. Wird diese verhindert 
(durch U0126) kann Gab1 nicht mehr an die Plasmamembran binden.
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Abbildung 3.16: Einfluss der Inhibition der MAPK - Kaskade auf  die Gab1 -
Translokation
HEK-T Zellen, die Gab1wt-eGFP und EpoR/gp130wt exprimieren, wurden drei Stunden in 
KRH-Lösung gehungert,  15 Minuten mit DMSO oder dem MEK-Inhibitor U0126 (10 µM) 
inkubiert und dann mit Epo 20 Minuten stimuliert. Links: Die Lokalisierung von Gab1-eGFP 
wurde über die Fluoreszenz des eGFP im konfokalen laser scanning Mikroskop detektiert. 
Rechts: Zur Kontrolle der Wirkung des Inhibitors auf die ERK-Aktivierung wurden parallel 
dazu Zellen des gleichen Transfektionsansatzes mit Epo für 0 und 15 Minuten stimuliert 
und   lysiert.  In  diesen  Lysaten  wurde  die  Aktivierung  von  STAT3  und  ERK  durch  die 
Detektion mit Aktivierungs-spezifischen Antikörpern nachgewiesen. Als Ladungskontrolle 
diente der Nachweis des STAT3- und des ERK-Gesamtproteins. 
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Um  herauszufinden,  welche  Vorraussetzungen  auf  Seiten  des  IL-6-Rezeptors 
notwendig  für  die  Gab1-Translokation  sind,  wurden  verschiedene  gp130-
Rezeptorkonstrukte  transfiziert  (Abb.  3.18).  Diese  unterscheiden  sich  in  der 
Aktivierung des STAT- bzw MAPK-Signalweges. Das zweite intrazelluläre Tyrosin 
in gp130 (Tyr759) ist für die MAPK-Aktivierung essentiell, wohingegen die vier 
membrandistalen  Tyrosine  die  STAT-Phosphorylierung  vermitteln.  Dem­
entsprechend  wurden  Rezeptoren  mit  Punktmutationen  dieser  Tyrosine 
verwendet.  Der  chimäre  Rezeptor  mit  zytoplasmatischem  Wildtyp-gp130  (6Y) 
bewirkte  nach  Stimulation  eine  Translokation  von  Gab1-eGFP  an  die  Plasma­
membran.  Wurden  die  Zellen  hingegen  über  den  Rezeptor  mit  der  Mutation 
Tyrosin 759 zu Phenylalanin stimuliert, fand keine Translokation von Gab1 mehr 
statt. Besaß der Rezeptor intrazellulär nur dieses Tyrosin 759 reichte dies, um die 
Translokation von Gab1 zu bewirken. 
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Abbildung 3.17: Konstitutive Aktivierung von  ERK und  die Gab1 - Lokalisierung
HEK-T Zellen wurden mit  den Expressionskonstrukten für EpoR/gp130wt und Gab1wt-
eGFP transfiziert.  Nach zwei  Tagen wurden die  Zellen für  drei  Stunden in KRH-Lösung 
gehungert  und  die  Gab1-Lokalisierung  nach  Stimulation  mit  Epo  am konfokalen  laser 
scanning Mikroskop beobachtet. Zellen, die zusätzlich fcMEK1 oder fcMEKK1 exprimierten, 
wurden nicht stimuliert. Parallel dazu wurden Zellen des gleichen Transfektionsansatzes 
lysiert. In diesen Lysaten wurde die Aktivierung der MAPK-Kaskade durch die Detektion 
von  pERK  nachgewiesen.  Als  Ladungskontrolle  diente  der  Nachweis  des  ERK-
Gesamtproteins. 
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Dieser Befund zeigte, dass die STAT-Aktivierung nach IL-6 Stimulation nicht für 
die Gab1-Translokation notwendig ist. Die ERK-Aktivierung ist sogar ausreichend 
für die Translokation von Gab1.
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Abbildung 3.18: Vorrausset zung  auf  Seiten des IL -6  Rezeptors gp130 für die Gab1  
Translokation
HEK-T Zellen wurden mit den Expressionskonstrukten für Gab1wt-eGFP und den jeweils 
angegebenen  chimären  IL-6-Rezeptor  transfiziert.  Die  Gab1-Translokation  nach 
Stimulation durch Epo wurde am konfokalen laser scanning Mikroskop beobachtet.
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Die Beteiligung der MAP-Kinase ERK an der Gab1-Translokation wurde durch die 
obigen Experimente gezeigt. Allerdings war noch unklar, ob die Serine 551 und 
567 die ERK-Phosphorylierungsstellen sind und die Phosphorylierung die Gab1-
Translokation bewirkt. Um zu beweisen, dass diese Serine für die Inhibition der 
PH-Domäne  essentiell  sind,  wurden  beide  zu  Alanin,  eine  nicht  mehr 
phosphorylierbare  Aminosäure,  bzw.  zu  Glutamat,  als  Phosphoserin-Mimetik, 
mutiert.  Das  Verhalten  dieser  Gab1-Mutanten  wurde  nun  mikroskopisch 
beobachtet  (Abb.  3.19).  Im  Gegensatz  zu  Wildtyp-Gab1  translozierte  die 
Serin551,567Alanin Mutante nach Stimulation des EpoR/gp130wt nicht mehr an 
die  Plasmamembran.  Die  phosphomimetische  Mutation  Serin551,567Glutamat 
bewirkte hingegen eine konstitutive Plasmamembranbindung.
Der nächste Schritt war nun zu zeigen, ob beide Serine für die Translokation von 
Gab1  phosphoryliert  werden  müssen  oder  ob  eines  der  beiden  Serine  das 
Verhalten  von  Gab1  bestimmt.  Dazu  wurden  Gab1-Expressionsvektoren  mit 
Einzelmutationen der Serine 551 bzw. 567 (zu Alanin bzw. Glutamat) kloniert und 
die Gab1-Mutanten anschließend in HEK-T Zellen exprimiert (Abb.  3.20). Gab1 
mit  Mutation  des  Serins  567  zeigte  unstimuliert  eine  zytoplasmatische 
Lokalisierung und nach Stimulation über gp130 eine deutliche Plasmamembran-
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Abbildung 3.19: Mutation der ERK - Phosphorylierungsstellen im Gab1 z u  Alanin  
bz w. Serin
In HEK-T Zellen, die Gab1wt-eGFP, Gab1S551,567A-eGFP oder Gab1S551,567E-eGFP und 
EpoR/gp130wt  transient  exprimierten,  wurde  die  Gab1-Translokation  nach  Epo-
Stimulation am konfokalen laser scanning Mikroskop beobachtet.
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Lokalisierung.  Dieses  Verhalten  entspricht  dem vom Wildtyp-Gab1.  Die  Gab1-
Mutante, in der das Serin 551 zu Alanin mutiert ist, zeigte eine zytoplasmatische 
Lokalisierung, die sich auch nach Stimulation nicht änderte. Im Gegensatz dazu 
befand sich die Gab1-Mutante Ser551Glu auch in unstimulierten Zellen schon an 
der Plasmamembran. Diese Ergebnisse zeigen, dass nur die Phosphorylierung des 
Serins 551 für die Translokation von Gab1 notwendig ist.
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Abbildung 3.20: Einzel m utation des Serins 551 b z w. 567 im Gab1 z u  Alanin und  
Gluta m at
HEK-T Zellen  wurden mit  den  Expressionskonstrukten  für  EpoR/gp130wt  und  für  die 
angegebenen Gab1-Mutanten transfiziert und deren Verhalten vor und nach Stimulation 
mit Epo am konfokalen laser scanning Mikroskop beobachtet.
S551A S567A S551E S567E
 0 min
20 min
  HEK-T
   +Gab1-eGFP...
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 4.1 Gab1 in der IL-6 vermittelten ERK-Aktivierung
Das Adapterprotein Gab1 ist  bei  der Aktivierung der MAPK-Kaskade nach IL-6 
Stimulation beteiligt. Die Überexpression von Wildtyp-Gab1 bewirkt eine deutlich 
verstärkte  ERK-Phosphorylierung  und  eine  Verdoppelung  der  ERK-vermittelten 
Genexpression im Vergleich zur  mock-Transfektion (Abbildungen  3.1 und  3.2). 
Dieses Verhalten wurde für IL-6 schon beschrieben  [82]. Allerdings wurde nicht 
untersucht,  auf  welchen  Mechanismen  dieser  Effekt  basiert.  Im  Falle  der 
Stimulation mit Wachstumfaktoren wurden bereits genauere molekularbiologische 
Untersuchungen  durchgeführt.  Im  Falle  der  Stimulation  von  Vero-Zellen  (eine 
Affen-Nieren-Zelllinie) mit EGF wurde die Bedeutung der Dissoziation von RasGAP 
von Gab1 für die ERK-Aktivierung herausgestellt [38]. RasGAP ist ein Ras-GTPase 
aktivierendes Protein, d.h. durch die Interaktion mit RasGAP wird Ras inaktiviert. 
Durch  die  Mutation  der  RasGAP-Bindestellen  in  Gab1  wurde  die  Bindung  von 
RasGAP  an  Gab1  verhindert.  Dadurch  wurde  die  Inaktivierung  von  Ras  durch 
RasGAP vermindert. Die Konsequenz war eine erhöhte Ras-Aktivität und darauf 
folgend eine erhöhte ERK-Aktivierung nach EGF-Stimulation. Im Gegensatz dazu 
zeigte sich in der vorgelegten Arbeit für die Stimulation von HEK-T Zellen (eine 
humane Nieren-Zelllinie) mit Interleukin 6 keine Beteiligung von RasGAP an der 
ERK-Aktivierung  (Abb.  3.1 und  3.2).  Die  Mutation  der  RasGAP-Bindestellen  in 
Gab1 hat keinen Einfluss auf die ERK-Phosphorylierung und die ERK-vermittelte 
Genexpression nach IL-6 Stimulation.
Im Gegensatz zu RasGAP zeigte sich, dass Grb2 und SHP2 für die IL-6-vermittelte 
ERK-Aktivierung über  Gab1 wichtig  sind.  Mutationen,  die  entweder  die  SHP2- 
oder  die  Grb2-Bindestellen  betreffen,  bewirken  einen  Verlust  der  durch  Gab1 
gesteigerten ERK-Aktivität.  Dieses ist  sowohl an der ERK-Phosphorylierung, als 
auch an der Elk1-Reportergenaktivität sichtbar (Abb. 3.1 und 3.2). Die Bedeutung 
der SHP2-Bindestelle (Tyrosin 627) ist in allen bisher untersuchten Signalwegen 
mit Gab1-Beteiligung deutlich geworden (siehe Einleitung) und konnte hier nun 
auch  für  die  IL-6  Signaltransduktion  gezeigt  werden.  Ebenso  ist  die  Grb2-
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Bindestelle in Gab1 für die ERK-Aktivierung wichtig. Diese Beobachtung lässt zwei 
Erklärungsmöglichkeiten  zu:  Zum  einen  könnte  die  Aktivierung  der  MAPK-
Kaskade durch Bindung von Grb2 und Sos über Ras erfolgen, zum anderen könnte 
Gab1 erst  durch Grb2 an den Rezeptor rekrutiert  und durch Phosphorylierung 
aktiviert werden (s.u.).
Die  Mutation  der  PI3-Kinase-Bindestellen  hat  keinen  Effekt  auf  die  ERK-
Aktivierung  in  HEK-T  Zellen.  Die  Elk1-Reportergenaktivität  der  PI3K-Binde­
mutante ist mit der von Wildtyp-Gab1 vergleichbar. Ebenso zeigt sich in der ERK-
Phosphorylierung  die  gleiche  Steigerung  wie  bei  der  Expression  von  Wildtyp-
Gab1. IL-6 ist ein schlechter Stimulus für die PI3-Kinase. Die Phosphorylierung 
von  Akt,  welche  ein  guter  Indikator  für  die  PI3K-Aktivität  ist,  wird  durch 
Stimulation mit IL-6 nur unwesentlich erhöht (Abb.  3.7). Im Gegensatz dazu ist 
EGF  ein  guter  Stimulus  für  die  PI3-Kinase.  Es  wurde  beschrieben,  dass  die 
Expression einer PI3K-Bindemutante von Gab1 im Gegensatz zum Wildtyp-Gab1 
zu keiner Steigerung der Ras-Aktivität nach EGF-Stimlation in Vero-Zellen führt 
[42].  Zudem wurde  kürzlich  gezeigt,  dass  die  EGF-abhängige  ERK-Aktivierung 
über verschiedene Wege möglich ist, je nachdem wie hoch die EGF-Rezeptorlevel 
der Zellen sind. So führt eine hohe EGF-Rezeptorexpression (in HEK-Zellen) zu 
einer  PI3K-unabhängigen  ERK-Aktivierung,  wohingegen  sie  bei  niedriger  EGF-
Rezeptorexpression  (in  Vero-Zellen)  PI3K-abhängig  verläuft  [27].  Die  in  der 
vorliegenden Arbeit  verwendeten HEK-T Zellen  weisen schon basal  einen sehr 
hohen Gehalt des PI3K-Produktes PtdIns(3,4,5)P3 auf (sichtbar an der hohen Akt-
Phosphorylierung, Abb.  3.7). Daher ist die Aktivierung der PI3-Kinase nach IL-6 
Stimulation in diesen Zellen unbedeutend. Die Mutation der PI3K-Bindestellen in 
Gab1 kann somit keinen Einfluss auf die Aktivierung der MAPK-Kaskade durch 
Gab1 ausüben.
Die Bedeutung der Bindung von Gab1 an das PI3K-Produkt PtdIns(3,4,5)P3 in der 
Plasmamembran zeigte sich in der geringeren Elk1-Reportergenaktivität der PH-
Deletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp-Gab1 (Abb. 3.2) und in der fehlenden 
Erhöhung der ERK-Aktivierung (Abb.  3.5) nach Stimulation mit IL-6. Fehlt Gab1 
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die  Möglichkeit  an  die  Plasmamembran  zu  binden,  verhindert  dieses  die 
Aktivierung der MAPK-Kaskade. 
 4.2 Gab1-Phosphorylierung
Die  Gab1  Tyrosin-Phosphorylierung  wird  durch  Stimulation  des  IL-6-
Rezeptorkomplexes  ausgelöst.  Allerdings  ist  unklar,  welche  Kinasen  für  die 
Phosphorylierung von Gab1 notwendig sind. Untersuchungen in Zellen, denen die 
Rezeptor-assoziierten  Janus-Kinasen  fehlen  oder  in  Zellen,  in  denen  diese 
Kinasen inhibiert wurden, können nicht beweisen, dass die Janus-Kinasen für die 
Gab1-Phosphorylierung  verantwortlich  sind.  In  diesen  Fällen  wird  der  IL-6-
Signalweg direkt am Rezeptor blockiert, so dass keine Aktivierung intrazellulärer 
Signalwege  und  möglicherweise  involvierter  Kinasen  stattfinden  kann.  Um 
auszuschließen, dass Kinasen der Src-Familie an der Phosphorylierung von Gab1, 
wie  nach Stimulation  mit  LPA beschrieben  [31],  beteiligt  sind,  wurden  murine 
embryonalen  Fibroblasten  verwendet,  denen  alle  Mitglieder  der  Src-Kinase-
Familie fehlen (SYF-Zellen). Es konnte hier gezeigt werden, dass trotz fehlender 
Src-Kinasen Gab1 nach IL-6-Stimulation phosphoryliert werden kann (Abb.  3.3). 
Daher sind die Src-Kinasen für die Gab1-Phosphorylierung nicht notwendig. Eine 
direkte  Rekrutierung  von  Gab1  an  die  Rezeptor-assoziierten  Janus-Kinasen 
konnte bislang nicht gezeigt werden. Die direkte Bindung an den IL-6-Rezeptor 
gp130 scheint allerdings auch nicht zwingend notwendig zu sein, da Gab1 auch 
dann noch phosphoryliert wird, wenn gp130 nur noch die für die JAK-Bindung 
essentiellen intrazellulären Aminosäuren besitzt [82 und eigene Beobachtungen]. 
Die  Phosphorylierung des Gab1-Tyrosins  627,  welches  daraufhin  SHP2 binden 
kann, wird nach Stimulation über den IL-6-Rezeptor gp130 nach 5 bis 15 Minuten 
detektierbar. Die Mutation der Grb2-Bindestellen im Gab1 führt dazu, dass Gab1 
an  diesem  Tyrosin  nicht  mehr  phosphoryliert  wird  (Abb.  3.4).  In  anderen 
Rezeptorsystemen  wurde  dieser  Effekt  ebenfalls  beschrieben.  Die  Grb2-
Bindemutante  von  Gab1  wird  nach  EGF-  und  VEGF-Stimulation  nicht  mehr 
phosphoryliert.  Den gleichen Effekt  hat  der  knockdown von Grb2 bei  Wildtyp-
Gab1 [27, 53]. Entscheidend hierfür ist das Vorhandensein der SH2-Domäne von 
50
 4 Diskussion
Grb2. Ist diese mutiert ist die Gab1-Phosphorylierung nach EGF-Stimulation stark 
verringert [28].
Bei der Stimulation mit IL-6 ist SHP2 für die Gab1-Phosphorylierung notwendig. 
Das  Gab1-Tyrosins 627  ist  in  den  SHP2ΔEx3-MEFs  nach  IL-6-Stimulation  nicht 
phosphoryliert (Abb.  3.3). Daher könnte SHP2 für die Rekrutierung von Gab1 an 
den Rezeptor notwendig sein. Allerdings weist die SHP2ΔEx3-Mutante eine hohe 
basale  Phosphataseaktivität  auf  [85].  Die  fehlende  Phosphorylierung von Gab1 
kann somit auch durch eine verstärkte Dephosphorylierung durch die konstitutiv 
aktive SHP2ΔEx3 erklärt werden.
Die  Bindung  von  Gab1  an  die  Plasmamembran  ist  ebenfalls  für  die 
Phosphorylierung  wichtig.  Die  Gab1-Mutante  ohne  PH-Domäne  wird  deutlich 
geringer phosphoryliert als Wildtyp-Gab1 (Abb.  3.5), wie auch Wildtyp-Gab1 bei 
Inhibition der PI3-Kinase durch den Inhibitor LY29004 (Abb. 3.6). Eine reduzierte 
Gab1-Phosphorylierung zeigt sich ebenso in den HEK-Zellen ohne basaler PI3K-
Aktivität  (Abb.  3.7).  Die  Bedeutung  der  Rekrutierung  an  die  Plasmamembran 
mittels der PH-Domäne nach Stimulation mit EGF ist schon beschrieben worden 
[15, 27, 42].
Zusammen mit den beobachteten Effekten zeigt sich die besondere Bedeutung der 
Lokalisierung von Gab1 in der Zelle für die ERK-Aktivierung.
 4.3 Gab1-Translokation zur Plasmamembran
Die Versuche mit der  Gab1ΔPH-Mutante oder mit Einsatz eines PI3K-Inhibitors 
zeigten,  dass  das  Vorhandensein  von  PtdIns(3,4,5)P3 in  der  Plasmamembran 
wichtig  ist  für  die  Gab1-Phosphorylierung  nach  IL-6-Stimulation  und  die 
anschließende  MAPK-Aktivierung.  Dies  lässt  den  Schluss  zu,  dass  die 
Rekrutierung an PtdIns(3,4,5)P3 für  die Funktion von Gab1 wichtig ist.  Um die 
Lokalisierung von Gab1 zu zeigen, wurde ein Fusionsprotein aus Gab1 und eGFP 
in HEK-T Zellen exprimiert. In unstimulierten Zellen zeigte die Fluoreszenz eine 
zytoplasmatische Verteilung des Gab1 an. Nach 8 bis 10 Minuten Stimulation über 
den IL-6-Rezeptor gp130 wurde Gab1 an die Plasmamembran rekrutiert. Nach 20 
Minuten war Gab1 fast vollständig an der Plasmamembran lokalisiert (Abb.  3.8). 
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Die  Notwendigkeit  des  PtdIns(3,4,5)P3 in  der  Plasmamembran  für  die 
Translokation von Gab1 zeigt sich in HEK-T Zellen, die mit dem PI3K-Inhibitor 
LY29004  behandelt  wurden.  Durch  diesen  Inhibitor  wird  in  den  Zellen  kein 
PtdIns(3,4,5)P3 gebildet. Ohne dieses Phospholipid ist Gab1 nicht mehr in der Lage 
an  die  Plasmamembran  zu  binden  (Abb.  3.9).  Eine  mögliche  alleinige 
Rezeptorbindung  ist  im  Falle  des  IL-6-Rezeptors  daher  unwahrscheinlich.  Im 
Gegensatz  dazu kann Gab1 auch ohne  die  PH-Domäne an den HGF-Rezeptor 
c-Met binden. Dieses wird durch die direkte Bindung der Gab1-MBD und indirekt 
über Grb2 an c-Met ermöglicht  [30, 57]. Allerdings ist die PH-Domäne für den 
Epithelumbau nach HGF-Stimulation und die Rekrutierung zu Stellen des Zell-
Zell-Kontaktes in MDCK-Epithelzellen notwendig [47]. 
In  serumfrei  kultivierten  HEK-Zellen,  die  nur  eine  sehr  geringe  basale  PI3K-
Aktivität aufweisen, findet keine Gab1-Translokation nach IL-6 Stimulation statt 
(Abb. 3.9). Die PI3K-Aktivierung durch IL-6 ist offensichtlich zu schwach, um für 
die  Gab1-Plasmamembran-Bindung  ausreichend  PtdIns(3,4,5)P3 zu  generieren. 
Demgegenüber wird nach EGF-Stimulation die PI3K ausreichend aktiviert, um in 
den HEK-Zellen die Gab1-Translokation auszulösen (ohne Abbildung). Allerdings 
kann man durch Inkubation der Zellen in Medium mit 10 % FCS die PI3-Kinase 
exogen  stimulieren,  so  dass  Gab1  auch  nach  Stimulation  mit  IL-6  an  die 
Plasmamembran transloziert.  Dies  geschieht  ebenso,  wenn die  PtdIns(3,4,5)P3-
Konzentration durch die Expression einer konstitutiv aktiven PI3-Kinase (p110γ-
CAAX) erhöht wird (Abb. 3.10). 
Außer der PH-Domäne sind für die Gab1-Translokation keine weiteren bekannten 
Bindestellen  in  Gab1  notwendig  (Abb  3.11).  Die  Gab1-Mutanten,  die  in  den 
Bindestellen  für  die  PI3K,  Grb2  oder  SHP2  mutiert  sind,  zeigen  alle  eine 
stimulationsabhängige  Translokation  zur  Plasmamembran.  Nur  die  Mutante, 
deren PH-Domäne und damit die Phospholipidbindung deletiert ist, verbleibt im 
Zytoplasma. Die Translokation ist damit unabhängig von der Bindung von Grb2, 
der PI3K, und SHP2 an Gab1.
Allerdings zeigte  sich eine Besonderheit  im Verhalten des Gab1: Trotz hohem 
PtdIns(3,4,5)P3-Level in der Zellmembran in den HEK-T Zellen benötigt Wildtyp-
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Gab1 einen weiteren Stimulus für die Translokation, während sich die PH-Domäne 
von Gab1 auch in unstimulierten Zellen an der Plasmamembran befindet (Abb. 
3.12).  In  allen  beschriebenen  Fällen,  in  denen  eine  PH-Domäne  spezifisch 
Phospholipide  binden  kann,  sorgt  diese  alleine  für  die  Lokalisierung  des 
Gesamtproteins [12, 86, 89, 90]. Zum Beispiel wird die Phospholipase C-δ1 durch 
die PH-Domäne an Membranen mit PtdIns(4,5)P2 rekrutiert [91]. Die Proteinkinase 
PDK1 wird nur durch Translokation an die Plasmamembran mittels Bindung an 
PtdIns(3,4,5)P3 aktiviert.  Desweiteren  sorgt  die  PH-Domäne  von  Akt  für  die 
Rekrutierung an die Plasmamembran sobald die Konzentration von PtdIns(3,4,5)P3 
hoch genug ist [92, 93]. 
Die Translokation des Gab1-Gesamtproteins ist  offensichtlich in unstimulierten 
Zellen  inhibiert.  Da  die  Mutationen  der  Bindestellen  für  die  bekanntesten 
Interaktionspartner von Gab1 keinen Einfluss auf diesen Effekt hat,  sollte über 
Deletionsmutanten der für diese Inhibition relevante Bereich identifiziert werden. 
Alle  Gab1-Mutanten,  die  kürzer  als  545  Aminosäuren  sind,  zeigen  eine 
konstitutive  Lokalisierung  an  der  Plasmamembran,  während  die  Varianten  mit 
über 587 Aminosäuren im Zytoplasma unstimulierter HEK-T Zellen lokalisiert sind 
(Abb. 3.14). Daher ist der Bereich zwischen den Aminosäuren 545 und 587 für die 
Inhibition der Translokation essentiell. Dieser Bereich in Gab1 ist hochkonserviert 
(Abb. 3.15). Dieses deutet auf eine wichtige Funktion dieser Aminosäuresequenz 
hin.  In dieser Region liegen zwei ERK-Phosphorylierungsstellen,  Serin 551 und 
Serin 567. Diese befinden sich in den ERK-Konsensussequenzen PXX(S/T)P bzw. 
PX(S/T)P. Lehr et al. konnten eine Phosphorylierung dieser Serine  in vitro durch 
die MAPK ERK nachweisen [32]. 
Die Inhibition der  MAPK-Kaskade durch U0126 (ein Inhibitor  der MAPKK MEK) 
verhindert die Translokation von Gab1 (Abb. 3.16). Wohingegen eine konstitutive 
ERK-Aktivierung durch die Expression von konstitutiv aktiver MEK1 (MAPKK) oder 
MEKK1 (MAPKKK) zu einer Lokalisierung von Gab1 an der Plasmamembran ohne 
weitere Stimulation führt (Abb. 44). Im Einklang mit der Notwendigkeit einer ERK-
Aktivierung für  die  Gab1-Translokation ist  die  Vorraussetzung,  dass  bei  einer 
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Stimulation mit IL-6 das Tyrosin 759 im IL-6 Rezeptor vorhanden ist (Abb. 3.18). 
Dieses Tyrosin ist essentiell für die IL-6-vermittelte ERK-Aktivierung [75, 79]. 
Dass die beiden Serine 551 und 567 für die Inhibition der Gab1-Translokation 
ausreichend sind, wurde in dieser Arbeit durch die Mutation der beiden Serine 
gezeigt (Abb. 3.19). Die Mutation zu Alanin, welches ein nicht-phosphorylierbares 
Serin nachahmt, führt dazu, dass Gab1 auch nach IL-6-Stimulation nicht mehr zur 
Plasmamembran  rekrutiert  werden  kann.  Den  gegenteiligen  Effekt  hat  die 
Mutation  zu  Glutamat,  welches  als  Serin-Phosphomimetik  dient.  Die  Serin  zu 
Glutamat Mutation führt zu einer konstitutiven Plasmamembranbindung in Zellen 
mit  hoher  PI3K-Aktivität  (HEK-T).  Daher  ermöglicht  erst  die  Phosphorylierung 
dieser Serine, vermutlich durch ERK, die Bindung von Gab1 an PtdIns(3,4,5)P3. Ob 
beide Serine für die Inhibition der Plasmamembranbindung notwendig sind, wurde 
durch  die  Verwendung  von  Serin-Einzelmutanten  untersucht  (Abb.  3.20).  Die 
Mutation  des  Serins  567  zeigt  keinen  Effekt  auf  die  Gab1-Translokation, 
wohingegen  die  Mutation  des  Serins  551  denselben  Effekt  wie  die  Serin-
Doppelmutation aufweist. Dies zeigt, dass die Phosphorylierung des Serins 551 
alleine die Gab1-Translokation bestimmt. Lehr et al. [32], die vier Serine in Gab1 
als  ERK-Phosphorylierungsstellen  identifizierten,  zeigen,  dass  die  Serin-
Phosphorylierung die Bindung der PI3K-Untereinheit p85 an Gab1 inhibiert. Von 
den  vier  ERK-Phosphorylierungsstellen  liegen  drei  in  der  Nähe  von  p85-
Bindungsstellen. Allerdings ist für den Effekt der Gab1-Translokation die Vierte 
(Serin 551)  verantwortlich.  Daher  ist  die  Bindung  der  p85-Untereinheit  der 
PI3-Kinase  wahrscheinlich  unbedeutend  für  die  Aufhebung  der  Inhibition  der 
Translokation. Die Versuche mit der PI3K-Bindemutante von Gab1, die sich wie 
Wildtyp-Gab1 verhält, bestätigen dies (Abb. 3.11).
Durch  die  hier  vorliegenden  Experimente  lässt  es  sich  nicht  klären,  ob  die 
Inhibition durch eine direkte Bindung des betreffenden Gab1-Abschnittes an die 
PH-Domäne erfolgt oder ob ein zweites Protein involviert ist. Bei beiden Varianten 
ist jedoch eine Proteinbindung an die PH-Domäne notwendig. Domänen, die die 
gleiche  Faltung  wie  die  PH-Domänen  aufweisen,  sind  als  Bindepartner  von 
Proteinen  bekannt.  Dazu  zählen  die  PTB-(phosphotyrosine  binding),  die 
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EVH1/WH1-Domäne  und  die  Ran-Bindedomäne  (RanBD).  Diese  verschiedenen 
Domänen,  inklusive  der  PH-Domäne,  sind  in  Abbildung  4.1 beispielhaft 
dargestellt (mittels VMD [94] und POV-Ray [95]). Die Bindung von Proteinen an die 
einzelnen  Domänen  erfolgt  trotz  sehr  ähnlicher  Faltung  der  Domänen  an 
unterschiedlichen Stellen. Eine Überlappung der Protein- mit der Lipidbindestelle 
wäre bei einer mit Ran-RanBD vergleichbaren Bindung möglich (Abb4.1 RanBD). 
Allerdings  könnte  eine  Proteinbindung  auch  an  eine  Stelle  abseits  der 
Lipidbindetasche erfolgen (PTB, EVH1/WH1). 
Als  Proteinbindepartner  für  PH-Domänen  sind  vor  allem  zwei  Proteinfamilien 
bekannt:  Als  erste  beschriebene  Proteininteraktion  wurde  die  Bindung  von 
βγ-Untereinheiten von heterotrimeren G-Proteinen an die PH-Domänen von βARK 
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Abbildung 4.1: Proteinbindung  an  Do m änen  der PH - Do mä nen - Superfa milie
Strukturen von Proteindomänen der PH-Superfamilie wurden mit Hilfe der Programme VMD 
und POV-Ray dargestellt. Die Protein/Peptid-Liganden sind rot gefärbt.
PH: PH-Domäne von Btk mit dem Liganden Inositol-(1,3,4,5)-Tetrakisphosphat (PDB: 1B55)
PTB: PTB-Domäne von IRS mit einem Phosphopeptid aus dem Insulinrezeptor (PDB: 1IRS)
RanBD: Ran-Bindedomäne von RanBP2 mit dem Effektorloop von Ran (PDB: 1RRP)
EVH1/WH1: EVH1/WH1-Domäne von Mena mit gebundenem Polyprolinpeptid (PDB: 1EVH)
PH PTB
RanBD EVH1/WH1
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und Btk beschrieben [96, 97]. Diese scheinen an den C-Terminus und die darauf 
folgenden  Aminosäuren  der  PH-Domäne  zu  binden.  Als  zweite  Gruppe  von 
Proteinliganden  wurden  Mitglieder  der  Proteinkinase C-Familie  identifiziert. 
Isoformen  dieser  Familie  können  an  die  PH-Domänen  von  Btk,  Akt  und  der 
Proteinkinase D  binden  [98-101].  Die  Interaktionen  zwischen  diesen  Proteinen 
wurde  jedoch  nicht  weiter  eingegrenzt,  so  dass  die  Bindestellen  in  der 
PH-Domäne nicht bekannt sind. Es wurde gezeigt, dass die Proteinbindung von 
PKC an die PH-Domäne von Btk durch die Bindung des Phospholipids beeinflusst 
wird  [102].  Allerdings  wurde  kein  Einfluss  der  Proteinbindung  auf  die 
Phospholipid-Bindung  der  PH-Domäne,  wie  hier  für  Gab1  vorgeschlagen, 
beschrieben. 
Die  in  dieser  Arbeit  gezeigten  Experimente  zeigen  den  Einfluss  der  Protein­
bindung an die PH-Domäne auf die Phospholipid-Bindung nicht direkt. Aber da 
die PH-Domäne alleine an PtdIns(3,4,5)P3 in der Plasmamembran binden kann, ist 
eine Konformationsänderung der PH-Domäne durch eine solche Proteinbindung 
(oder  den  Wegfall  dieser)  die  plausibelste  Erklärung  für  die  experimentellen 
Befunde.
Diese  Regulation  der  Plasmamembran-Bindung  von  Gab1  ist  vermutlich 
vorhanden, um die basale Repression des Rezeptors nur nach einer ausreichenden 
Stimulation zu lösen.  Wenn die Stimulation über den Rezeptor nicht stark genug 
ist  (zum  Beispiel  durch  eine  geringe  Rezeptorexpression  oder  eine  niedrige 
Konzentration  des  Liganden),  muss  ein  zweiter  Stimulus  für  eine  vollständige 
Aktivierung der downstream-Signalwege vorhanden sein. Sampaio et al. konnten 
dies für die MAPK-Aktivierung nach EGF-Stimulation in Vero-Zellen zeigen [27]. In 
diesen ist die MAPK-Aktivierung von der Aktivität der PI3-Kinase abhängig. Nur 
wenn genügend PtdIns(3,4,5)P3 in der Plasmamembran vorhanden ist, kann über 
die Membranbindung von Gab1 die MAPK-Kaskade vollständig aktiviert werden. In 
Zellen  mit  hoher  EGF-Rezeptorexpression  (HEK  Zellen)  hat  eine  Inhibition  der 
PI3-Kinase keinen Einfluss auf die ERK-Aktivierung. Somit ist die Rekrutierung von 
Gab1  an  PtdIns(3,4,5)P3 ein  Kompensationsmechanismus  für  eine  geringe 
Rezeptorexpression  oder  bei  einem  schwachen  Stimulus.  Ein  entsprechender 
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Mechanismus ist auch für die MAPK-Aktivierung nach Stimulation von Zellen mit 
Interleukin 6 vorstellbar. Wie in dieser Arbeit gezeigt, ist die Aktivierung der MAPK 
ERK bei hoher PtdIns(3,4,5)P3-Konzentration und bei Translokation von Gab1 an 
die Plasmamembran stärker als bei Inhibition der PI3-Kinase oder Deletion der 
Gab1-PH-Domäne.  Die  ERK-abhängige Translokation von Gab1 könnte  sicher­
stellen, dass bei einer geringen Stimulation der Zellen die MAP-Kinasen  nicht so 
stark aktiviert werden, dass dies zu einer veränderten Genexpression führt.
57
 5 Ausblick
 5 Ausblick
In dieser Arbeit konnte ein neuer Regulationsmechanismus für die Phospholipid­
bindung  eines  Proteins  mit  einer  PH-Domäne  gezeigt  werden.  Dieses  Protein 
(Gab1)  wird  über  die  PH-Domäne  an  das  Lipid  PtdIns(3,4,5)P3 in  der  Plasma­
membran rekrutiert. Allerdings wird für diese Rekrutierung ein weiterer Stimulus 
benötigt, da das Vorhandensein des Phospholipids als Bindungspartner der PH-
Domäne  nicht  ausreicht  (im Gegenatz  zu  PDK1,  Akt  oder  PLC-δ1).  Es  konnte 
gezeigt  werden,  dass  die  ERK-Phosphorylierungsstelle  Serin 551  im  Gab1 
notwendig ist, damit Gab1 an die Plasmamembran transloziert. Hieraus ergeben 
sich neue Fragen, die in weitergehenden Versuchen untersucht werden sollen.
 5.1 Mechanismus der Inhibition der PH-Domäne
Für die Inhibition der PH-Domäne ist die  ERK-Phosphorylierungsstelle Serin 551 
notwendig. Welche Konsequenzen hat eine Phosphorylierung dieses Serins?
● Wird dadurch die Bindung eines weiteren Proteins an Gab1 ermöglicht oder 
verhindert?  Wenn ja,  welches Protein ist  dies  und wie beeinflusst  es die 
PH-Domäne?
● Findet eine intramolekulare Interaktion im Gab1 statt? Das heißt, bindet der 
Bereich um das Serin 551 an die PH-Domäne?
● Wo befindet sich die Bindestelle in der PH-Domäne? Überlappt diese mit der 
PtdIns(3,4,5)P3-Bindestelle?
● Ist es eine allosterische Wechselwirkung, die die Bindung des Phospholipids 
verändert? 
Die  Unterscheidung  zwischen  einer  intra-  und  einer  intermolekularen 
Wechselwirkung kann durch in vitro Versuche mit aufgereinigtem Gab1 erfolgen. 
Wenn nach einer Aufreinigung von Gab1 die Lipidbindung immer noch, durch in 
vitro Phosphorylierung mit  konstitutiv  aktiver  ERK,  beeinflusst  wird,  kann man 
ausschließen,  dass  ein  zweites  Protein  für  die  Inhibition  der  Lipidbindung 
verantwortlich ist.
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Ergänzend  dazu  könnte  eine  Rückfaltung  des  C-Terminus  von  Gab1  zur  PH-
Domäne mit FRET (fluorescence resonance energy transfer)-Experimenten gezeigt 
werden. Wenn bei einem Fusionsprotein mit z.B. eCFP am C-Terminus und eYFP 
am N-Terminus vom Gab1 die beiden Fluorophore in räumliche Nähe kommen 
(unter 5 nm Abstand), könnte ein Energieübertrag vom eCFP auf das eYFP erfolgen 
und so bei einer alleinigen Anregung des eCFP ein eYFP-Signal detektiert werden. 
Ein  Vorhandensein  eines  FRET-Signals  würde  daher  eine  Rückfaltung  des 
C-Terminus von Gab1 zur PH-Domäne bestätigen. 
Damit  einhergehend  ist  die  Identifizierung  der  genauen  Bindestelle  in  der 
PH-Domäne interessant. Die Erklärung, dass die Bindetasche des PtdIns(3,4,5)P3 
durch die Proteinbindung verdeckt und damit die Gab1-Translokation verhindert 
wird, weist bei der intramolekularen Inhibition ein Problem auf: Die Bindetasche 
und deren Umgebung sind reich an Lysinen und Argininen.  Die  Inhibition der 
PH-Domäne  wird  vermutlich  durch  eine  Phosphorylierung  des  Serins  551 
aufgehoben; dadurch wird an diesem Serin eine hohe negative Ladung erzeugt. 
Diese sollte dann aber besser an die PtdIns(3,4,5)P3-Bindetasche binden und mit 
der  Lipidbindung  konkurrieren.  Bei  einer  allosterischen  Bindung  an  die 
PH-Domäne  gibt  es  diesen  Widerspruch  nicht.  PH-Domänen  sind  kompakt 
gefaltet und daher kann die Bindung eines Proteins abseits der Lipidbindetasche 
diese durch eine ausgelöste Konformationsänderung verändern. 
Um diese Bindestelle  zu finden und durch Mutation einzelner Aminosäuren zu 
verifizieren, muss allerdings erst ein Strukturmodell der Gab1 PH-Domäne erstellt 
werden,  da  keine  Röntgenkristall-  oder  NMR-Struktur  der  Gab1  PH-Domäne 
existiert. Mit Hilfe dieses Modells und dem Vergleich der Proteinbindung anderer 
Domänen mit einer ähnlichen Faltung (PTB, EVH1/WH1, RanBD) können dann neue 
Gab1-Mutanten erzeugt werden und auf die PtdIns(3,4,5)P3-Bindung untersucht 
werden.
Wenn die Bindung eines zweiten Proteins an Gab1 für die Inhibition verantwortlich 
ist, könnte dieses durch Ko-Immunpräzipitationen und eventuell nachfolgender 
massenspektrometrischer Untersuchung identifiziert werden.
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 5.2 Konsequenzen der Inhibition der Lipidbindung für die  
Signaltransduktion
Die diskutierte  positive  feedback  Schleife könnte  nicht  nur  eine Rolle  in  einer 
alleinigen  IL-6-Stimulation  spielen.  Da  IL-6  ein  schlechter  Aktivator  der  PI3-
Kinase ist, gibt es die Möglichkeit, dass es an dieser Stelle ein Zusammenspiel mit 
anderen Stimulanzien gibt. Im Organismus ist eine Zelle nie nur einem Stimulus 
ausgesetzt.  Da  dadurch  verschiedene  Signalwege  aktiviert  werden  können, 
ergeben sich neue Möglichkeiten der Regulation der intrazellulären Signalwege 
und  schließlich  einer  veränderten  Genregulation  und  Zellantwort.  Die 
Notwendigkeit  der  ERK-abhängigen  Gab1-Phosphorylierung  für  die  Gab1-
Translokation  könnte  darin  begründet  sein,  dass  die  Zelle  nur  auf  einen 
ausreichend starken Stimulus reagieren soll. Zellen, die vom Ort der Stimulation 
zu  weit  entfernt  liegen,  kommen  mit  wenig  Zytokin  in  Kontakt.  Ihre  ERK-
Aktivierung  wäre  dann  zu  schwach,  um  die  positive  feedback  Schleife  zu 
aktivieren und im gleichen Ausmaß auf  das Zytokin zu reagieren.  Damit  wäre 
sichergestellt, dass der Wirkungsort des Zytokins lokal begrenzt bleibt.
Diese  Möglichkeiten  könnten  durch  unterschiedliche  Stimulationen  untersucht 
werden.  Zum Beispiel  könnte durch Kostimulation mit IL-6 und einem zweiten 
Zytokin/Wachstumsfaktor untersucht werden, ob beide Stimulanzien synergistisch 
wirken  und  so  eine  qualitativ  andere  Zellantwort  bewirken.  Dies  könnte  darin 
begründet liegen, dass das Verhalten des Gab1 durch die Kostimulation verändert 
wurde. Mit Hilfe der verschiedenen Gab1-Mutanten und den pharmakologischen 
Inhibitoren  verschiedener  Signalwege  könnte  man  den  Schnittpunkt  der 
Signalwege beider Stimulationen herausfinden.
 5.3 Regulation von PH-Domänen in anderen Proteinen
Mit den Versuchen in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Lipidbindung 
einer  PH-Domäne  MAPK-abhängig,  wahrscheinlich  durch  eine  Protein-Protein-
Wechselwirkung, reguliert wird. Diese Art der Regulation einer PH-Domäne wurde 
bisher nicht beachtet. Im Allgemeinen wird von der isolierten PH-Domäne auf das 
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Verhalten des Gesamtproteins geschlossen. Im Falle von Gab1 ergibt dies jedoch 
eine falsche Vorstellung über das Verhalten des Proteins. 
Durch  den  Vergleich  verschiedener  isolierter  PH-Domänen  zu  ihrem 
Gesamtprotein  sollte  geklärt  werden,  ob  es  auch  in  anderen  Proteinen  einen 
vergleichbaren Regulationsmechanismus gibt.  Wenn dies  der  Fall  ist,  wäre das 
eine  neue  Ebene  in  der  Regulation  der  Signalwege.  Dadurch  wäre  eine 
Feinabstimmung der intrazellulären Signalkaskaden möglich, die schließlich eine 
unterschiedliche Antwort der Zelle auf unterschiedliche Stimuli ermöglicht.
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Adapterproteine sind wichtige Bindeglieder zwischen aktivierten Zelloberflächen­
rezeptoren  und  intrazellulären  Signalwegen.  Durch  ihre  Möglichkeiten 
verschiedene Proteine zu binden, stellen sie Plattformen dar, von denen diverse 
Signalwege  ausgehen  können.  Zu  diesen  Adaptern  gehört  Gab1.  Es  ist  ein 
ubiquitär  exprimiertes  Protein  und  vermittelt  die  Aktivierung  der  MAPK-  und 
PI3K-Signalwege nach Zellstimulation mit verschiedenen Wachstumfaktoren und 
Zytokinen.  Es  wurde  auch  für  die  IL-6-vermittelte  ERK-Aktivierung  eine 
Beteiligung  von  Gab1  beschrieben.  Allerdings  sind  die  Mechanismen  der 
Aktivierung der MAPK-Kaskade nach Aktivierung des IL-6-Rezeptors gp130 noch 
sehr  unklar.  Daher  sollten  in  der  vorliegenden  Arbeit  diese  Mechanismen 
molekularbiologisch aufgeklärt werden.
Für die ERK-Aktivierung nach IL-6-Stimulation stellte sich heraus, dass Gab1 mit 
SHP2 und Grb2 interagieren muss. Zudem muss für die Aktivierung der MAPK-
Kaskade Gab1 die Fähigkeit besitzen, mit der PH-Domäne an das Phospholipid 
PtdIns(3,4,5)P3 zu  binden.  Die  Wechselwirkungen  mit  SHP2,  Grb2  und 
PtdIns(3,4,5)P3 sind außerdem für die Phosphorylierung von Gab1 am Tyrosin 627 
wichtig; die Phosphorylierung dieses Tyrosins spiegelt die Aktivierung von Gab1 
wider.
Weil sich im Laufe dieser Arbeit die Bedeutung des PI3K-Produktes  PtdIns(3,4,5)P3 
für die Gab1-Aktivierung herausstellte, wurde die intrazelluläre Lokalisierung von 
Gab1 untersucht. Diese ist von Bedeutung, da die Substrate der Bindepartner von 
Gab1 an oder in der Plasmamembran zu finden sind. Es zeigte sich, dass Gab1 
nach IL-6-Stimulation vom Zytoplasma an die Plasmamembran rekrutiert  wird. 
Diese Translokation ist  unabhängig von der Bindung von SHP2, Grb2 oder der 
PI3-Kinase  an  Gab1.  Allerdings  muss  das  Phospholipid  PtdIns(3,4,5)P3 in  der 
Plasmamembran als Bindepartner der Gab1-PH-Domäne vorhanden sein. 
Im  Gegensatz  zu  anderen  Proteinen,  deren  Lokalisierung  nur  durch  das 
Vorhandensein des Bindepartners der PH-Domäne bestimmt wird, reicht dies für 
die  Lokalisierung  von  Gab1  nicht  aus.  Zusätzlich  zu  dem  Vorhandensein  des 
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Phospholipids  muss  eine  Stimulation  der  Zelle  erfolgen,  damit  Gab1  vom 
Zytoplasma  an  die  Plasmamembran  transloziert.  Als  notwendige  Stimulation 
konnte  die  Aktivierung  der  MAPK-Kaskade  identifiziert  werden.  Ohne  eine 
Aktivierung der MAPK verbleibt Gab1 auch nach IL-6-Stimulation im Zytoplasma. 
Die  Region im Gab1,  die  die  MAPK-abhängige Translokation bestimmt,  wurde 
ebenfalls  identifiziert:  Die  ERK-Phosphorylierungsstelle  Serin 551 bestimmt,  ob 
Gab1 nach Stimulation an die Plasmamembran rekrutiert wird.
Damit  wurde  ein  neuer  Mechanismus  gefunden,  der  die  Rekrutierung  eines 
Proteins mit einer PtdIns(3,4,5)P3-bindenden PH-Domäne an die Plasmamembran 
reguliert. 
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